3.3.2010 Utedn{ véstnik Evropské unie L 52/1

II

(Nelegislativni akty)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (EU) & 175/2010
ze dne 2. bfezna 2010,

kterym se providi smérnice Rady 2006/88/ES, pokud jde o opatfeni pro omezeni zvyseného dhynu
astfic druhu Crassostrea gigas v souvislosti se zjiSténim ndkazy Ostreid herpesvirus 1 pvar
(OsHV-1 pvar)

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE, (4)  Francouzské orgdny informovaly Komisi, ¢lenské stity
a Clenské staty ESVO o této situaci a o opatienich pfija-
tych v srpnu 2008 a o této véci byl v zdi 2008 infor-

s ohledem na Smlouvu o fungovéni Evropské unie, ;rxlri’)f‘;in Stély vybor pro potravinovy fetézec a zdravi

s ohledem na smérnici Rady 2006/88/ES ze dne 24. fijna 2006 (5) Na jafe roku 2009 byl zvySeny Ghyn piicitany téze

o veterindrnich  pozadavcich na  Zivocichy —pochdzejici kombinaci faktorti znovu zji§tén ve Francii, Irsku a na

z akvakultury a produkty akvakultury a o prevenci a tlumeni Normanskych ostrovech. 1 kdyz pficiny tohoto thynu

nékter}'/ch nékaz vodnich Zivocichid (1), a zejména na ¢l. 41 odst. Zﬁstévaji nejasné’ epizootologické Setfeni provedené

3 acl 61 odst. 3 uvedené smérnice, v roce 2009 v Irsku a ve Spojeném kralovstvi naznacuj,
ze zésadni roli v tomto thynu hraje virus OsHV-1 pvar.

vzhledem k témto davodim:

(6)  Pislusné  orgdny  uvedenych  clenskych  stdtd

a Normanskych ostrovi informovaly Komisi o situaci

) ’ L a o piijatych opatfenich a o této véci byl nékolikrat

(1) Smérnice 2006/88/ES stanovi veterindrni pozadavky pro informovan  Stilj vybor pro potravinovy fetézec

uvadéni  ZzivoCicht  pochdzejicich z  akvakultury a zdravi zvifat.

a produktd akvakultury na trh. Kromé toho stanovi mini-
mélni preventivni opatfeni, kterd maji byt pouzita

v piipadé podezieni na ohnisko nebo potvrzeni ohniska (7)  Opatieni k zamezeni $ifeni ndkazy pfijatd odpovédnymi

nékterych ndkaz vodnich Zivocicht. orgény v uvedenych ¢lenskych stitech a na Normanskych

ostrovech za tcelem tlumeni vyskytu nové se objevujici

nakazy spocivala prevdzné v omezeni presunil dstiic

(2)  Clanek 41 uvedené smérnice stanovi, Ze Clenské stéty grassostrea gigas mimo oblasti zasaZené zvySenym

podniknou pfiméfend opatieni pro tlumeni nové se obje- Ghynem.

vujici ndkazy a k zabrdnéni jejimu dal$imu Sifeni.

V piipadé vyskytu nové se objevujici ndkazy informuje , , . L

dotceny clensky stit bez prodleni Komisi, ¢lenské staty () Vzhledem k opakovanému VXSky“f nove se objevujici

a Clenské stity ESVO, pokud maji zjisténi epizootolo- nakazy v roce 20025 k moznost dals’fhvo opakovani

gicky vyznam pro jiny clensky stat. ak nz}1ku flalsﬂlo Sifeni na jafe a v 1été quu 201Q
a na zdkladé dosavadnich zkuSenosti je vhodné a nutné
prodlouzit opatfeni, kterd jiz postizené clenské stity

() V nékterych oblastech Francie a Irska byl na konci jara prijaly.

a v 1ét¢ roku 2008 zjistén zvySeny thyn ustfic druhu
Crassostrea  gigas (ddle jen ,Ustfice Crassostrea gigas®). (9)  Aby byly zajistény jednotné podminky pii provadéni

Tento zvySeny thyn byl pfi¢itin nepfiznivym faktordm
souvisejicim se Zivotnim prostiedim v kombinaci
s vyskytem bakterie rodu Vibrio a s vyskytem viru Ostreid
herpesvirus-1 (OsHV-1), v¢etné nové popsaného geno-
typu uvedeného viru nazvaného OsHV-1 pvar.

(1) UF. vést. L 328, 24.11.2006, s. 14.

pozadavkidl smérnice 2006/88/ES, pokud jde o nové se
objevujici ndkazy, a aby bylo zajisténo, Ze pfijatd opatieni
poskytuji dostate¢nou ochranu proti jejimu dal§imu
$ifeni, a pfitom nepfedstavuji zbyte¢na omezeni presunt
ustfic Crassostrea gigas, je nutné tato opatieni, pokud jde
o vyskyt nové se objevujici nakazy, koordinovat na
trovni Evropské unie.
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(10)  Pokud byly pfislusné orgdny informovany o tom, Ze byl
zji§tén zvyseny thyn dstfic Crassostrea gigas, mél by byt
proveden odbér vzorkll a vySetfeni za tcelem zjisténi
nebo vylouceni vyskytu viru OsHV-1 pvar.

(11)  Pokud byl vyskyt genotypu viru OsHV-1 pvar potvrzen,
mély by clenské stity zavést opatfeni pro tlumeni
ndkazy, vcetné vytvofeni uzaviené oblasti. Pfi urCovdni
uzaviené oblasti by se mélo prihlizet k ur¢itym faktorim
stanovenym v tomto nafizeni. Uvedend opatfeni pro
tlumeni ndkazy by méla trvat do té doby, nez kontroly
prokdzou, Ze zvyseny dhyn se zastavil.

(12)  Aby se omezilo riziko Sifeni této nakazy, mélo by se
stanovit omezeni pfesunt Ustfic Crassostrea  gigas
z uzavienych oblasti. Je vSak tfeba stanovit urcité
vyjimky pro piipady, kdy je riziko Sifeni této ndkazy
mensi. Tyto vyjimky se tykaji presunt urditych dstiic
Crassostrea gigas urCenych pro chov nebo sidkovaci
oblasti v jiné uzaviené oblasti, nebo urcenych k lidské
spotfebé. Za dcelem zajisténi vysledovatelnosti zdsilek
tstfic Crassostrea gigas urcenych pro chov nebo sadkovaci
oblasti by k nim mélo byt pfiloZeno veterinarni osvéd-
Ceni. PH vypliovani tohoto osvédeni by se mélo
piihlizet k vysvétlivkim uvedenym v pfiloze V nafizeni
Komise (ES) ¢ 1251/2008 ze dne 12. prosince 2008,
kterym se provadi smérnice Rady 2006/88[ES, pokud
jde o podminky a pozadavky na osvédceni pro uvadéni
zivocichli pochdzejicich z akvakultury a produkta akva-
kultury na trth a pro jejich dovoz do Spolecenstvi,
a kterym se stanovi seznam druht pfenaseci (!).

(13)  Za dcelem ziskdni dalsich informaci o statusu vyskytu
této nové se objevujici ndkazy v Unii a zejména
v Clenskych stitech a jednotkdch, které ji jesté nebyly
postiZeny, a aby se zajistilo v¢asné zjisténi jakéhokoli
vyskytu viru OsHV-1 pvar, mohou ¢lenské stity zavést
programy s cilenym odbérem vzorkd a vySetfenim pro
véasné zjisténi viru OsHV-1 pvar. Ustiice Crassostrea gigas
pochdzejici z oblasti, které byly v roce 2009 v souladu
s vnitrostdtnimi opatfenimi nebo jsou v roce 2010
v souladu s timto nafizenim piedmétem opatieni
k zamezeni $ifeni ndkazy, by mély podléhat doplikovym
veterindrnim pozadavktim, pokud jsou za Géelem chovu
nebo sddkovani uvddény do clenskych stiti nebo
jednotek, na které se takovy program vztahuje, jestlize
v uvedeném clenském stdté nebo jednotce nebyl virus
OsHV-1 pvar zjistén.

(14 Aby se zajistila srovnatelnost twdaji shromdzdénych
v raznych clenskych stitech v rdmci programi
s cilenym odbérem vzork a vySetfenim pro véasné zjis-
téni viru OsHV-1 pvar, mély by byt stanoveny urcité
pozadavky na obsah téchto programd.

(15)  Dostupnost piesnych a v¢asnych informaci o situaci
v piipadé zjisténi viru OsHV-1 pvar v ¢lenskych statech

() Uf. vést. L 337, 16.12.2008, s. 41.

je zdsadnim predpokladem pro zajisténi fddného tlumeni
vyskytu této nové se objevujici ndkazy. Proto by ¢lenské
stity mély bez zbyte¢ného prodleni informovat Komisi
a ostatni ¢lenské stity o prvnim potvrzeném vyskytu viru
OsHV-1 pvar na svém tzemi v roce 2010.

(16) Kromé toho by mély pouzivat informalni strinky na
internetu vytvorené v souladu s ¢linkem 10 rozhodnuti
Komise 2009/177[ES ze dne 31. fijna 2008, kterym se
provadi smérnice Rady 2006/88ES, pokud jde
o programy dozoru a eradikace a status clenskych stitd,
oblasti a jednotek prostych ndkazy (2).

(17)  Pro zajisténi transparentnosti a vcasného piistupu
k pfislusnym informacim o vyskytu této nové se objevu-
jici ndkazy by clenské stity mély zpfistupnit Evropské
komisi a ostatnim c¢lenskym stitam informace tykajici
se uzavienych oblasti, oblasti, které byly predmétem
opatieni k zamezen{ $ifeni ndkazy, ale byla v nich proka-
zdna nepiitomnost viru OsHV-1 pvar, a programa zave-
denych za tcelem vcasného zjisténi viru OsHV-1 pvar.

(18)  Jelikoz ohledné vyskytu této nové se objevujici ndkazy
stile panuje zna¢nd nejistota, méla by se opatieni stano-
vend timto nafizenim pouzivat do konce prosince 2010.

(19)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec
a zdravi zvifat,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Clanek 1
Definice

Pro tclely tohoto nafizeni se virem OsHV-1 pvar rozumi
genotyp viru Ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1) definovany na
zdkladé udaji o diléi sekvenci, které prokazuji systematické
vypusténi 12 pédrt bdzi v ORF 4 genomu ve srovnini
s OsHV-1 (GenBank # AY509253).

Cldnek 2
Odbér vzorki, vySetfeni a vytvofeni uzavienych oblasti

1.V ptipadé zjisténi zvySeného thynu tstfic druhu Crasso-
strea gigas (ddle jen ,ustfice Crassostrea gigas‘) piislusny organ:

a) odebere vzorky v souladu s ¢asti A piilohy [;
b) vySetif je na wvyskyt viru OsHV-1 pvar v souladu

s diagnostickymi metodami stanovenymi v ¢asti B piilohy 1.

() Ut. vést. L 63, 7.3.2009, s. 15.
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2. Pokud vysledky vysetfeni uvedenych v odst. 1 pism. b)
odhali vyskyt viru OsHV-1 pvar, piislusny orgdn vytvoil
uzavienou oblast. Uvedend oblast se ur¢i na zdkladé analyzy
jednotlivych piipadti s piihlédnutim k faktortm, které maji
vliv na riziko Sifeni této ndkazy a které jsou uvedeny v &sti
C prilohy 1

3. Clenské stity bez zbytetného prodleni informuji Komisi
a ostatni clenské stity o prvni uzaviené oblasti vytvofené na
jejich Gzemi v roce 2010.

Cldnek 3

Pozadavky mna uvddéni dstfic Crassostrea  gigas
pochizejicich z uzaviené oblasti uvedené v ¢linku 2 na trh

1. Ustfice Crassostrea gigas pochdzejici z uzavienych oblasti
vytvofenych v souladu s ¢l. 2 odst. 2 nesmi byt z uvedenych
oblasti pfemistovany.

2. Odchylné¢ od odstavce 1 mohou byt zdsilky ustfic Crasso-
strea gigas z uzaviené oblasti pfemistovany, pokud:

a) jsou wurCeny pro jinou uzavienou oblast vytvofenou
v souladu s ¢l. 2 odst. 2;

b) pochdzeji z ¢dsti uzaviené oblasti, kterd neni postiZena
zvySenym udhynem, véetné lihni, a zdsilka byla podrobena:

i) odbéru vzorkd v souladu s &isti A ptilohy I a

ii) vySetfeni na vyskyt viru OsHV-1 pvar v souladu
s diagnostickymi metodami stanovenymi v = Cdsti
B piilohy I, pficemz vSechny vysledky byly negativni;

¢) jsou pied pouzitim k lidské spotfebé uréeny k dalsimu zpra-
covéni, pro stfediska pro ¢isténi, stfediska pro odesilani nebo
zpracovatelskd zafizeni, kterd jsou vybavena systémem
Cisténi odpadnich vod, ktery schvdlil piislusny orgdn a ktery:

i) ni¢i obalené viry, nebo

ii) snizuje riziko pfenosu ndkaz do pfirodnich vod na pfija-
telnou Groven;

d) jsou urceny k lidské spotiebé a jsou zabaleny a oznaceny za
timto Gcelem v souladu s naf{zenim Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢ 853/2004 () a:

i) jiz ztratily schopnost pfezit jako Zivé organismy, kdyby
byly navrdceny do prostiedi, z n&jz pochdzeji, nebo

ii) jsou uréeny pro dalsi zpracovani bez docasného sklado-
vani v misté zpracovani;

e) tyto zdsilky nebo produkty v nich obsazené jsou urceny
k lidské spotiebé bez dalsiho zpracovani, pokud jsou zaba-

(1) Uf. vést. L 139, 30.4.2004, s. 55.

leny v obalech pro maloobchodni prodej, které spliuji usta-
noveni pro tyto obaly uvedend v nafizeni (ES) ¢. 853/2004.

3. Zasilky uvedené v odst. 2 pism. a) a b) urcené pro chov
nebo sddkovaci oblasti musi byt doprovdzeny veterindrnim
osvédéenim vyplnénym podle vzoru stanoveného v piiloze II
tohoto nafizeni a vysvétlivek uvedenych v piiloze V nafizeni
(ES) & 1251/2008.

Cldnek 4
ZruSeni opatfeni stanovenych v &lancich 2 a 3

Piislusny orgdn mize zrusit opatfeni pro tlumeni nakaz, pokud
jde o uzaviené oblasti vytvofené v souladu s ¢l. 2 odst. 2,
a omezeni souvisejici s uvddénim na trh stanovend v clanku
3 poté, co provedl dvé po sobé nasledujici kontroly
v rozmezi 15 dntl, jez prokdzaly, ze zvySeny dhyn se zastavil.

Cldnek 5

Pozadavky na uvidéni na trh tykajici se dstfic Crassostrea

gigas pochdzejicich z jednotky, jez byla z davodu

zvySeného dhynu dstfic Crassostrea gigas predmétem

opatieni pro tlumeni ndkaz v souvislosti s virem OsHV-1
pvar

1. Ustfice Crassostrea gigas uvadéné na trh a pochizejici
z jednotky, jez byla v roce 2009 nebo 2010 z davodu zvyse-
ného dhynu dstfic Crassostrea gigas predmétem opatieni
k zamezeni $iteni ndkazy v souvislosti s virem OsHV-1 pvar:

a) musi byt doprovazeny veterinirnim osvéd¢enim vyplnénym
podle vzoru stanoveného v pifloze I tohoto natizeni
a vysvétlivek uvedenych v piiloze V nafizeni (ES)
¢ 1251/2008, pokud jsou zivocichové:

i) ur¢eni pro clenské stity nebo jednotky, které zavedly
program pro vcasné zjisténi viru OsHV-1 pvar a ve
kterych nebyl virus OsHV-1 pvar zjistén, a

i) uréeni pro chov nebo sddkovaci oblasti;

b) pochdzeji z jednotky, kde byla na zdkladé odbéru vzorkd
a vySetfeni provedenych v souladu s casti A pfilohy
I prokdzana neptitomnost viru OsHV-1 pvar, a

¢) spliuji veterindrni pozZadavky stanovené ve vzoru osvédceni
uvedeném v pismeni a).

2. Program pro v¢asné zjisténi viru OsHV-1 pvar uvedeny
v odst. 1 pism. a) bodu i) musi splilovat tyto pozadavky:

a) tento program musi byt ohldSen Stdlému vyboru pro potra-
vinovy fetézec a zdravi zvifat;
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b) toto ohldseni musi byt v souladu s bodem 1, body 5.1, 5.2,
5.3, 5.5,a 5.9 a s body 6 a 7 vzorového formuléfe stano-
veného v piiloze II rozhodnuti 2009/177/ES;

¢) souddsti programu musi byt:
i) odbér vzorkt v souladu s ¢asti A piilohy I,

ii) vySetfeni na vyskyt viru OsHV-1 pvar v souladu
s diagnostickymi metodami stanovenymi v  {asti
B piilohy L

3. Odstavec 1 se pouzije jeden tyden od data zaseddni
Stalého vyboru pro potravinovy fetézec a zdravi zvifat, na
kterém byl program uvedeny v odst. 1 pism. a) bodu i) ohldsen.

Cldnek 6
Informacni stranky na internetu
1.  Clenské stity zpfistupni Komisi a ostatnim ¢clenskym

statam:

a) seznam uzavienych oblasti vytvofenych v souladu s ¢l. 2
odst. 2 a faktordl, ke kterym se pfi uréovani téchto oblasti
piihlizelo, v¢etné popisu geografickych hranic pfislusné
oblasti;

b) seznam jednotek vcetné popisu geografickych hranic
piislusné oblasti:

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu

V Bruselu dne 2. bfezna 2010.

i) které byly v roce 2009 pfedmétem opatfeni k zamezeni

Sifeni ndkazy z divodu zvyseného dhynu dstiic Crasso-
strea gigas v souvislosti s virem OsHV-1 pvar,

ii) kde byla na zdkladé vySetfeni vzorkd odebranych
v uzaviené oblasti, jez bylo provedeno v souladu
s Castmi A a B piilohy I, prokdzdna nepfitomnost viru
OsHV-1 pvar;

c) ohldSeni tykajici se programd uvedenych v ¢l. 5 odst. 2
véetné popisu geografickych hranic pfislusné oblasti.

2. Informace uvedené v odstavci 1 musi byt aktualizovny
a zpiistupnény na informacnich strankdch na internetu vytvo-
fenych v souladu s ¢lankem 10 rozhodnuti 2009/177[ES.
Cldnek 7
Podivani zprav
Do dne 1. fijna 2010 predlozi ¢lenské staty Komisi zprdvu

o programech ohldsenych v souladu s ¢l. 5 odst. 2.

Zprava odpovidd vzorovému formuldfi uvedenému v piiloze VI
rozhodnuti 2009/177[ES.

Cldnek 8
Vstup v platnost a pouZitelnost

Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se ode dne 15. biezna 2010 do dne 31. prosince 2010.

a piimo pouzitelné ve viech clenskych stdtech.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
predseda
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PRILOHA 1

CAST A

Odbér vzorki

1. Odbeér vzorkit pro ticely clanku 2

Vzorky stanovené v ¢ldnku 2 predstavuji alespont 12 jedinct Gstfic Crassostrea gigas. Vyberou se z jednotky, kde byl
pozorovan thyn, a jednd se o slabé, rozeviené nebo pravé uhynulé jedince (kteif se jesté nerozklddaji).

2. Odbeér vzorkit pro icely cl. 3 odst. 2 pism. b), c. 5 odst. 1 pism. b) a ¢l. 5 odst. 2

a)

=

o

odbér vzorkd pro ucely ¢l. 3 odst. 2 pism. b) predstavuje:

i) v piipadé larev z kazdé zdsilky pét smésnych vzorkli o hmotnosti nejméné 50 mg celych Zivocichd
odebranych mezi 4 a 8 dny po oplodnéni, véetné skofdpky,

ii) v piipadé mladych dstfic mensich nez 6 mm z kazdé zédsilky 30 smésnych vzorkd o hmotnosti 300 mg
celych Zivocichii véetné skofdpky,

i) v pfipadé dstfic vétsich nez 6 mm z kazdé zdsilky 150 jedinci.

Pfi vybéru téchto Zivocichd musi byt ve vzorku pomérné zastoupeny vsechny ¢dsti zasilky. Pokud jsou pfitomni
slabi, rozevieni nebo pravé uhynulf jedinci (kteff se jesté nerozklddaji), vyberou se pfednostné tito Zivocichové;

odbér vzorkli pro tdcely ¢l. 5 odst. 2 pfedstavuje alespont 150 jedinci Gstfic Crassostrea gigas z kazdého mista
odbéru vzorktl. Vzorky se odeberou ze vech hospodéfstvi nebo chovnych oblasti mékkyst v clenském stdté
nebo jednotce, na néZ se program vztahuje.

Odbér vzorkt pro tcely ¢l. 5 odst. 1 pism. b) ptedstavuje alespoin 150 jedinch ustiic Crassostrea gigas z kazdé
jednotky.

Pii vybéru téchto Zzivocicht se piihlizi k témto kritériim:

— pokud jsou pfitomni slabi, rozevieni nebo pravé uhynuli jedinci (ktefi se jesté nerozklddaji), vyberou se
piednostné tito zivocichové. Pokud tito Zivocichové nejsou pfitomni, jsou mezi vybranymi Zivo¢ichy zdravi
mékkysi mladsi 12 meésict,

— pokud se vzorky odebiraji v hospodaistvich, kde se k produkci pouzivd vice vodnich zdrojt, musi vzorky
zahrnovat Zivocichy ze vsech vodnich zdroju tak, aby byly ve vzorku pomérné zastoupeny vsechny casti
hospodaistvi,

— pokud se vzorky odebiraji v chovnych oblastech mékkysa, obsahuji vzorky Zivocichy z dostate¢ného poctu
mist odbéru vzorka (alespont ze tfi) tak, aby byly ve vzorku pomérné zastoupeny vSechny cdsti chovné
oblasti mékkyst, véetné mist pfirozeného vyskytu, kterd jsou soucdsti chovné oblasti mékkyst. Hlavnimi
faktory, ke kterym je tfeba pii vybéru téchto mist odbéru vzorka piihlédnout, jsou: predchozi zjisténi
vyskytu viru OsHV-1 pvar v této oblasti, intenzita chovu, vodni toky, hloubka vody a zptisob hospodatent;

odbér vzorkd stanoveny v ¢l. 5 odst. 2 se provede béhem ro¢niho obdobi, kdy je prevalence viru OsHV-1 pvar
v ¢lenském stdté nebo jednotce prokazatelné nejvyssi. Pokud takové tdaje nejsou k dispozici, odbér vzorka se
provede bezprostfedné po obdobi, kdy teplota vody pfesdhne 16 °C nebo v ro¢nim obdobi, kdy teplota bézné
dosahuje svého ro¢niho maxima;

odbér vzorkd stanoveny v ¢l. 5 odst. 1 pism. b) se pokud mozno provede v ro¢nim obdobi popsaném
v pismeni c). Pokud se vzorky odebiraji v jiném neZ uvedeném ro¢nim obdobi, musi byt odebrané dstfice
uchovdvény po dobu postacujici k zjisténi viru OsHV-1 pvar za podminek, jez jsou rovnocenné podminkdm
popsanym v pismeni ¢), nez se provedou vysetfeni.
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CAST B
Diagnostické metody zjistovani viru OsHV-1 pvar
Oblast piisobnosti

Tento postup predstavuje standardni diagnostickou metodu, kterou je tieba pouZit pro zjisténi a identifikaci viru
OsHV-1 pvar prostiednictvim polymerdzové fetézové reakce (ddle jen ,PCR“). Umoziuje rozlisit viry OsHV-1
a OsHV-1 pvar.

Pokud je to vhodné, mohou laboratofe za tcelem optimalizace reakénich podminek a pfizptsobeni se svému
vybaveni a podminkdm upravit metody popsané v této piiloze za predpokladu, ze lze prokdzat stejnou citlivost
a specificnost.

Definice

Definice viru OsHV-1 pvar je uvedena v ¢linku 1 tohoto nafizeni.

Vybaveni a podminky okolniho prostredi

Diagnosticky test pro zjisténi a identifikaci viru OsHV-1 pvar prostiednictvim PCR vyzaduje takové vybaveni
a podminky okolniho prostiedi, jaké se bézné pouzivaji pii zkouskdch PCR, a sice:

— uzavienou digestof vybavenou systémem produkujicim UV zdfeni za tcelem odstranéni mozné kontaminace
béhem piipravy smési PCR,

— dvé dplné sady pipet (2 pl, 20 pl, 200 pl a 1 000 pl), jednu pro extrakci DNA a druhou pro piipravu smési
PCR,

— tfi rdzné pipety: jednu o objemu 2 pl pro rozdélovani vzorkil ve smési PCR, jednu o objemu 20 pl pro odbér
vzorkd ethidiumbromidu a jednu o objemu 20 pl pro zavadéni produktt PCR do agarézového gelu,

— 3picky pipet s filtrem (2 pl, 20 pul, 200 pl a 1 000 pl) pro extrakci DNA, piipravu smési PCR a rozdélovan{
vzorkd,

— S$picky pipet (20 pl) pro odbér ethidiumbromidu a pro zavadéni amplifikacnich produktti do agarézového gelu,

— termocykler pro provadéni amplifikaci,

— horizontdlni systém pro elektroforézu produktt PCR,

— UV tabulku pro pozorovini produktd PCR po elektroforéze v agarézovém gelu,

— systém pro ziskdni snimkd geld.

Manipulujici osoba musi mit béhem vSech niZe popsanych krokid na sobé laboratorni pldst a rukavice. Plast
a rukavice se musi ménit, a to nejlépe po kazdém z téchto hlavnich krokd: extrakce DNA, piiprava smési PCR,
rozdélovani vzorkd, amplifikace a zavadéni do gelu.

Doporucuje se tyto jednotlivé kroky provddét v riiznych mistnostech. Konkrétné amplifikace a zavadéni do
gelu/elektroforéza by mély probihat v jiné mistnosti nez extrakce DNA, p¥iprava smési PCR a rozdélovani DNA.

Postup

Piiprava vzorku

Zivé nebo pravé uhynulé dstiice (které se jesté nerozklddaji), které mohou byt predem zmrazeny, se zpracuji pro
extrakci DNA.
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Vzorky se zpracuji odlisnym zpiisobem v zdvislosti na jejich velikosti:

a) v piipadé larev se smésné vzorky o hmotnosti 50 mg celych Zivocichii (véetné skordpky) doplnéné o 200 pl
destilované vody rozdrti a odstfedi pfi 1 000 g po dobu 1 minuty;

b) v piipadé mladych Gstfic mensich nez 6 mm se smésné vzorky o hmotnosti 300 mg celych Zivocichd (véetné
skofdpky) doplnéné o 1200 pl destilované vody rozdrti a odstiedi pii 1 000 g po dobu 1 minuty;

¢) v pifpadé mladych dstiic o velikosti mezi 6 a 15 mm se viechny mékké tkdné kazdého Zzivocicha rozdrti
samostatné;

d) v piipadé Zivocichd o velikosti nad 15 mm se izoluji Casti Zdber a plaste.

Extrakce DNA se provadi s pouzitim soupravy QIlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) a podle pokyni protokolu
o zkouskdch tkdni.

Dal3i pfiprava vzorkl se provddi v tomto poradi:

1. Do zkumavky mikroodstfedivky o objemu 1,5 ml se v p¥ipadé vzorka uvedenych v pismenech a) a b) umisti
100 pl supernatantu a v piipadé vzorkd uvedenych v pismenech ¢) a d) 50 mg tkdni a pfidd se 180 pl pufru
ATL.

2. Pfidd se 20 pl proteindzy K, promichd se na tiepacce vortex a nechd se inkubovat pii teploté 56 °C, dokud se
tkdn zcela nerozlozi (pfes noc). Béhem inkubace se nékolikrdt promichd na tfepacce vortex, aby se vzorek
rozptylil. Zkumavka mikroodstiedivky o objemu 1,5 ml se kratce odstiedi, aby se z uzdvéru odstranily kapky.

3. Ke vzorku se pfidd 200 pl pufru AL, michd se na pulzni tfepacce po dobu 15s a nechd se inkubovat pfi
teploté 70 °C po dobu 10 minut. Zkumavka mikroodstiedivky o objemu 1,5 ml se kritce odstfedi, aby se
z uzdvéru odstranily kapky.

4. Ke vzorku se pfidd 200 pl ethanolu (96-100 %) a michd se na pulzni tfepacce po dobu 15s. Zkumavka
mikroodstfedivky o objemu 1,5 ml se kritce odstiedi, aby se z uzdvéru odstranily kapky.

5. Smés vytvofend podle kroku 4 se opatrné umisti do kolony QIAamp (do zkumavky o objemu 2 ml), aniz se
zvlh¢i okraj. Uzavie se a odstfeduje pfi 10 000 ot/min po dobu 1 minuty. Kolona QlAamp se umist{ do ¢isté
zkumavky o objemu 2 ml (kterd je obsahem soupravy) a zkumavka obsahujici filtrdt se odstrani.

6. Kolona QIAamp se opatrné otevie a piidd se 500 pl pufru AW1, aniz se zvlh¢i okraj. Uzavie se a odstieduje
pii 10 000 ot/min po dobu 1 minuty. Kolona QIAamp se umisti do Cisté zkumavky o objemu 2 ml (kterd je
obsahem soupravy) a zkumavka obsahujici filtrdt se odstrani.

7. Kolona QlAamp se opatrné otevie a piidd se 500 pl pufru AW?2, aniz se zvlh¢i okraj. Uzavie se a odstfeduje
pii plné rychlosti (14 000 ot/min) po dobu 3 minut.

8. (Nepovinné) Kolona QIAamp se umisti do nepouzité zkumavky o objemu 2 ml (kterd neni obsahem soupravy)
a zkumavka obsahujici filtrdt se odstrani. Uzavie se a odstfeduje pfi plné rychlosti (14 000 ot/min) po dobu 1
minuty.

9. Kolona QIAamp se umisti do cisté zkumavky mikroodstiedivky o objemu 1,5ml (kterd neni obsahem
soupravy) a zkumavka obsahujici filtrdt se odstrani. Kolona QIAamp se opatrné otevie a piidd se 100 pl
destilované vody. Nechd se 5 minut inkubovat pfi laboratorni teploté a odstfeduje se pfi 10 000 ot/min po
dobu 1 minuty.

10. Kvalita a Gcinnost extrakce se sleduje pomoci spektrofotometru nebo po elektroforéze v agar6zovém gelu
(napiiklad méfenim optické hustoty (260 nm)).

11. Vzorky se zfedi tak, aby konecnd koncentrace DNA ¢inila 50-100 ng/pl.

12. Roztoky DNA se az do provedeni analyzy PCR uchovdvaji pii teploté 4 °C.
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Pro extrakci DNA lze pouzit i jiné komer¢ni soupravy za piedpokladu, Ze pritkazné poskytuji podobné vysledky.

4.2 Polymerdzovd fetézovd reakce (PCR)
4.2.1 Reakéni Cinidla

— pufr 10 X (s polymerdzou Taq DNA),

— Mg(l, (s polymerdzou DNA) (25 mM),

— polymerdza Taq DNA (Goldstar, Eurogentec) 5 U/ul,

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Master Mix (20 mM), pfed pouzitim desetindsobné ziedény (na 2 mM),

— d H,0 (destilovand H,O bez DNA a RNA).

4.2.2 Primery

Musi se pouZit tyto primery ():

CF (10 pM),

CR (10 pM).

4.2.3. Smés PCR

Smés PCR pro kazdou zkumavku je:

Objem na zkumavku

Kone¢nd koncentrace

Pufr (10 X) 5ul 1X
MgCl, (25 mM) 5l 2,5mM
dNTP (2 mM) 5l 0,2 mM
CF (10 pM) 1ul 0,2 M
CR (10 pM) 1l 0,2 uM
polymeréza Taq (5 Ufpl) 0,5ul 2,5U

31,5l

— 49 pl této smési PCR se umisti do kazdé zkumavky PCR,

— do kazdé zkumavky se ptidd 1 pl extrahované DNA (50-100 ng/ul).

4.2.4 XKontroly

Pouziji se dva typy kontrol:

— negativni kontroly se skladaji z dH,O (1 pl na 49 pl smési PCR). Cilem je zjistit moznou reaktivni kontaminaci
nebo reaktivni pracovni prostfedi. Méla by byt provedena jedna negativni kontrola na kazdych 10 vzorkd nebo

na kazdou sérii vzorka,

17390 La Tremblade, Francie).

(") Tyto primery nebo jejich popis lze ziskat od referen¢ni laboratofe Spolecenstvi pro ndkazy mlzi (LGP-Ifremer, av de Mus de Loup,
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— pozitivni kontroly se sklddaji z plazmidické DNA obsahujici region CF-CR cilového genomu OsHV-1. Cilem je
kontrola u¢innosti reakce PCR. Méla by byt provedena jedna pozitivni kontrola na kazdou analyzu PCR.
Pozitivni kontroly jsou k dispozici v referen¢ni laboratofi Spolecenstvi.

4.2.5 Amplifikace

Amplifika¢ni cykly se provadéji v termocykleru:

— podatecni denaturace: 2 min pii 94 °C,

— amplifikace: 35 cykld (1 min pfi 94 °C, 1 min pii 50 °C a 1 min pfi 72 °C),

— konecnd elongace: 5 min pii 72 °C.

4.3 Elektroforéza
4.3.1 Reakeni ¢inidla

— 50 X TAE (Ize zakoupit jako pfipraveny k pouziti):

béze tris (40 mM) 242 g,

ledové kyselina octovd (40 mM) 57,1 ml,

Na,EDTA.2H,0 (1 mM) 18,61 g,

dH,0 na 1 litr,

upravi se na pH 8§,

— agarézovy gel 2,5 % v 1X TAE,

ethidiumbromid (0,5 pg/ml) pfidany po zchladnuti gelu,

— zavadéni modrého barviva:

bromfenolovd modi 0,25 %,

xylen kyanol FF 0,25 %,

sachar6za 40 %,

uchovdva se pii teploté 4 °C.

Pouzije se 6 x zfedéné (2 pl zavddéctho modrého pufru na 10 pl produkti PCR),

— marker molekulové hmotnosti:

SmartLadder SF (Eurogentec): marker molekulové hmotnosti pfipraveny k pouziti véetné 9 rovnomérné déle-
nych pruhid od 100 do 1 000 bp.

4.3.2 Priprava agarézového gelu

1. Navédzi se 2,5 g agarozy, piidd se 100 ml 1X TAE a zahiivd se, dokud se smés nerozpusti.
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2. Po vychladnuti roztoku se pfidd ethidiumbromid (5 pl na 100 ml agarézového gelu) a roztok se umisti do
zvldstni vany vybavené hiebinky (aby se vytvofily jamky).

3. Poté, co se gel polymerizuje, hiebinky se odstrani a gel se umisti do horizontédlniho systému pro elektroforézu,
ktery obsahuje dostate¢né mnozstvi 1X TAE pro to, aby byl agarézovy gel zcela pokryt.

4. 10 pl produktd PCR se smisi s 2 pl modrého barviva (6X) a umisti do jamek.

5. Jedna jamka je ur¢ena pro marker molekulové hmotnosti (5 pl).

6. Pouzije se napéti v rozsahu 50-150 voltd po dobu 30 minut az 1 hodiny v zdvislosti na mnozstvi a tloustce
gelu.

7. Gel se pozoruje pod UV zéfenim.

44 Vklad

Pokud se ve vzorku vyskytuje vir OsHV-1 pvar, na 2,5 % agardzovém gelu se vytvoii pruh odpovidajici velikosti
(157 bp misto 173 bp u viru OsHV-1), pficemz vSechny negativni kontroly jsou negativni a vSechny pozitivni
kontroly jsou pozitivni.

CAST C
Uréeni uzaviené oblasti

Pii urcovani uzaviené oblasti podle ¢l. 2 odst. 2 se piihlizi k niZe uvedenym faktortim, které maji vliv na riziko Sifeni této
nakazy:

a) pocet a rozsifeni mékkyst v nakazeném hospodaistvi nebo v nakazené chovné oblasti mékkysi;

b) vzddlenost a hustota sousednich hospodafstvi nebo chovnych oblasti mékkyst;

¢) blizkost ke zpracovatelskym zaf{zenim, kontaktnim hospodafstvim nebo kontaktnim chovnym oblastem mékkys;

d) druhy pfitomné v hospodéistvich nebo chovnych oblastech mékkysi;

e) chovné postupy pouzivané v postizenych a sousednich hospodafstvich nebo chovnych oblastech mékkysu a

f) hydrodynamické podminky a jiné faktory epizootologického vyznamu.
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PRILOHA Il

Vzor veterindrniho osvédceni pro uvadéni dstfic Crassostrea gigas urcenych pro chov a sidkovaci oblasti na trh

EVROPSKA UNIE

Zdravotni osvédéeni zvifat pro vnitfni obchod

1.1 Odesilatel 1.2 Cislo jednaci osvédéeni l.2.a Mistni &islo jednaci

Nazev
Adresa 1.3 Prisludny ustfedni organ
PSC

g 1.4 Pfislusny mistni organ

[Z]

Nli5 Prjemce 1.6

- Nazev
Adresa
psC 17

1.8 Zemé plvodu

Kéd I1SO

9

1.10 Zemé uréeni

Kad ISO

A1

.12 Misto plvodu/Misto uloveni

Cast I: Informace o predkladan

Schvalené hospodafstvi akvakultury []

1.13 Misto urdeni

Schvalené hospodafstvi akvakultury []

Ostatni [] Ostatni []
Néazev Cislo schvaleni Nazev Cislo schvaleni
Adresa Adresa
PsC PsC
|| l.14 Misto nakladky 1.15 Datum a hodina odjezdu
psC
1.16 Dopravni prostfedek 1.17 Ptepravce
Letadlo [] Plavidlo [] Vagon [] Nazev Cislo schvaleni
Silnigni vozidio [] Ostatni [] Adresa
Identifikace: PsC Clensky stat

1.18 Druh zvifat / Produktd

03.07

119 Kéd komodity (Kéd KN)

1.20 Pocet / Mnozstvi

1.21

1.22. Pocet baleni

123 Cislo kontejneru/plomby

1.24 Druh obalu

Plemenna []

1.25 Zvifata potvrzena jako / Produkty potvrzeny pro

Koné sportovni []

(Védecky nazev)

1.26 Tranzit pfes tfeti zemi — 1.27 Tranzit pres &lenské staty —
Treti zems Kéd I1SO Clensky stat Kéd I1SO
Misto vystupu Kéd Clensky stat Kéd ISO
Misto vstupu Cislo stanovisté hraniéni kontroly Clensky stat Kéd ISO
1.28 Vyvoz — 1.29
Treti zemé Kéd ISO
Misto vystupu Kéd
1.30
1.31 Identifikace zvifat
Druhy MnozZstvi
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EVROPSKA UNIE Pro uvadéni ustfic Crassostrea gigas uréenych pro chov a sadkovaci
oblasti na trh
II. Veterinarni informace Ila. Cislo jednaci osvéddent Il.b.
()(®[M.1 Pozadavky na ustiice Crassostrea gigas pochazejici z uzaviené oblasti vytvofené v souladu s &ldnkem 2 nafizeni (ES)
¢. 175/2010
Ja, nize podepsany Ufedni inspektor, potvrzuji, Ze Ustfice Crassostrea gigas uvedené v &asti | tohoto osvédéent:
1.1 pochazeji z oblasti podiéhajici opatfenim pro tlumeni nakaz, pokud jde o zvy8eny Uhyn Ustfic Crassostrea gigas v souvislosti s virem
OsHV-1 pvar;
5
§ M[IL1.2  sméji byt uvadény na trh v souladu s &l. 3 odst. 2 pism. a) nafizeni (EU) &. 175/2010;]
>

8 (M[.1.2  pochazeji z Gasti uzaviené oblasti, ktera neni postizena zvysenym Uhynem, a tato zasilka byla podrobena odbéru vzorkd a vysetieni Ustfic

= Crassostrea gigas v souladu s pfilohou | nafizeni (EU) &. 175/2010 s negativnim vysledkem;]]

k]

S| (ME)IL2 Pozadavky na ustfice Crassostrea gigas pochazejici z Elenského statu nebo jednotky, jeZ byla pfedmétem opatfeni pro tlumeni
nakaz, pokud jde o zvySeny uhyn ustfic Crassostrea gigas v souvislosti s virem OsHV-1 pvar, a jsou uréeny pro ¢lenské staty
nebo jednotky, které jsou pfedmétem programu pro véasné zjisténi viru OsHV-1 pvar
J4, nize podepsany Ufedni inspektor, potvrzuji, Ze Ustfice Crassostrea gigas uvedené v ¢asti | tohoto osvédéeni:

.21 pochazeji z hospodafstvi nebo chovné oblasti mékkysu, kde se na zakladé zaznam( hospodafstvi nebo chovné oblasti mékkysi nevy-
skytuji Zadné znamky zvySeného uhynu;

.2.2 pochazeji z jednotky, kde byla na zakladé odbéru vzorki a vySetfeni provedenych v souladu s pfilohou | nafizeni (EU) &. 175/2010 u Ustfic
Crassostrea gigas prokazana nepfitomnost viru OsHV-1 pvar.]

— 1.3 Pozadavky tykajici se prepravy a oznacovani
J4, nize podepsany Ufedni inspektor, potvrzuji, Ze:

1.3.1 Ustfice Crassostrea gigas uvedené v dasti | tohoto osvédéeni se nachazeji v podminkach, véetné kvality vody, které neméni jejich
nakazovy status;
1.3.2 pfepravni kontejner byl pfed naloZenim vyéidtén a vydezinfikovan nebo dosud nebyl pouZit;
1.3.3 zasilka je oznagena ditelnym Stitkem na vnéj§i strané kontejneru nebo, v pfipadé prepravy rybafskym &lunem se sadkou, v lodnim
manifestu, s pfislusnymi informacemi, které jsou uvedeny v kolonkach 1.8 az 1.13 v &asti | tohoto osvédéeni, a timto prohlasenim:
bud  (")[Usttice ,Crassostrea gigas uréené pro chov/sadkovani v oblasti, ktera je pfedmétem programu pro véasné zjigténf viru OsHV-1
pvar]
nebo (1)[Ustiice ,Crassostrea gigas uréené pro chov/sadkovani v oblasti, ktera podléha opatfenim pro tlumeni nakaz, a pochazi
z oblasti, ktera podléha opatfenim pro tlumeni nakaz"].
Poznamky
Cast I:
— Kolonka 1.12: Pfipadné pouzijte &islo opravnéni daného hospodafstvi hebo chovné oblasti mékkysu.
— Kolonka 1.13: Pfipadné pouzijte ¢islo opravnéni daného hospodarstvi nebo chovné oblasti mékkysu.
— Kolonky 1.20 a I. 31: U mnoZstv uvedte celkovy podet.
— Kolonka 1.25: Pokud jsou uréeny pro Udely chovu, zaSkrtnéte moznost ,.chov®, pokud jsou uréeny pro sadkovani, zaSkrtnéte moznost ,sadkovani.
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EVROPSKA UNIE Pro uvadéni ustfic Crassostrea gigas uréenych pro chov a sadkovaci
oblasti na trh

1. Veterinarni informace I.a. Cislo jednaci osvédéeni I.b.

Cast II:

() Uvedte podle potieby.
(3) Cast 1.1 tohoto osvéddeni se pouZije na zasilky Ustfic Crassostrea gigas pochazejici z uzavfené oblasti vytvofené v souladu s &l. 2 odst. 2 nafizeni
(EU) 6. 175/2010, které v souladu s ¢l. 3 odst. 2 pism. a) nebo b) uvedeného nafizeni sméji uvedenou oblast opustit.

(®) Cast 1.2 tohoto osvédéeni se pouzije na zasilky Ustfic Crassostrea gigas uvedené v &l. 5 odst. 1 nafizeni (EU) &. 175/2010 urdené pro &lenské staty
nebo jednotky, které jsou pfedmétem programu pro véasné zjisténi viru OsHV-1 pvar, a které pochazeji z oblasti, jez byla pfedmétem opatieni
k zamezeni §ifeni nakazy, pokud jde o zvy8eny Uhyn Ustfic Crassostrea gigas.

Uredni veterinarni IékaF nebo GFedni inspektor

Jdméno (halkovym pismem): Kvalifikace a titul:
Mistni veterinarni jednotka: Cislo MVJ:
Datum: Podpis:

Razitko:




