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ROZHODNUTI KOMISE
ze dne 13. &ervna 2003,

kterym se stanovi kritéria pro vymezeni pisem a tfedni dozor pfi podezieni na vyskyt nakazlivé
chudokrevnosti losost (ISA) nebo po jeho potvrzeni

(ozndmeno pod cislem K(2003) 1831)

(Text s vyznamem pro EHP)

(2003/466/ES)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 91/67/EHS ze dne
28. ledna 1991 o veterindrnich predpisech pro uvadéni Zivo-
Cichti pochazejicich z akvakultury a produktt akvakultury na
trh (!), naposledy pozménénou natizenim (ES) ¢. 806/2003 (3,
a zejména na ¢ldnek 15 uvedené smérnice,

s ohledem na smérnici Rady 93/53/ES ze dne
24. Cervna 1993, kterou se zavadéji minimdlni opatfeni Spole-
Censtvi ke zdolavani nékterych ndkaz ryb (%), naposledy pozmé-
nénou rozhodnutim Komise 2001/288[ES (%), a zejména na
¢l. 5 odst. 2 a ¢lanek 6 uvedené smérnice,

vzhledem k témto ddvodim:

(1)  Smérnice 93/53/EHS uvddi, Ze odbér vzorki a labora-
torn{ testovani na vyskyt chorob uvedenych na sezna-
mech I a II (které jsou uvedeny v pifloze A smérnice
91/67[EHS) se provadi na zdkladé metod stanovenych
v souladu s ¢lankem 15 smérnice 91/67/EHS.

(2)  Plany odbéru vzorkti a diagnostické metody pro zjisto-
vani a potvrzovani chorob ryb uvedenych na seznamu
II, totiz virové hemoragické septikémie (VHS) a infekéni
nekrézy krvetvorné tkané (IHN), jsou stanoveny v roz-
hodnuti Komise 2001/183/ES ().

(3)  Podle ¢l. 5 odst. 2 a ¢ldnku 6 smérnice 93/53/EHS se
veskerd hospodafstvi, kterd se nachdzeji ve stejném
povodi nebo ve stejné pobfezni oblasti jako hospoddfstvi
podezielé z infekce nakazlivou chudokrevnosti lososi
nebo s potvrzenou infekei ISA, dévaji pod dfedni dozor.
Je tfeba stanovit kritéria pro vymezeni pasem a dfedni
dozor.
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(4)  Aby se definovaly plany odbéru vzorka a diagnostické
metody pro zjistovani a potvrzovani ISA a aby se
stanovila kritéria pro vymezeni pdsem a Gfedni dozor
pfi podezieni z ISA nebo po jejim potvrzeni, byli
konzultovani odbornici na zdravi ryb a laboratorni
experti. Ddle se musi brdt v tivahu pokyny pro diagno-
stikovani ISA, stanovené v soucasném vydani Diagno-
stické ptirucky pro choroby vodnich zivocichti Mezind-
rodntho dfadu pro ndkazy zvifat (OIE).

(5)  Je tieba stanovit dostatené dlouhou dobu pro provadéni
téchto novych pozadavk.

(6)  Opatieni tohoto rozhodnuti jsou v souladu se stanovis-
kem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec a zdravi
zvitat,

ROZHODLA TAKTO:

Cldnek 1

Plany odbéru vzorkt a diagnostické metody pro zjistovani
a potvrzovani nakazlivé chudokrevnosti lososti (ISA), jakoz
i kritéria pro vymezeni pdsem a ufedni dozor pii podezieni
na ISA nebo jejim potvrzeni, se stanovi v pifloze tohoto
rozhodnuti.

Cldnek 2

Toto rozhodnuti se pouzije ode dne 23. fijna 2003.
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Cldnek 3

Toto rozhodnuti je ur¢eno ¢lenskym statam.

V Bruselu dne 13. cervna 2003.

Za Komisi
David BYRNE

clen Komise
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PRILOHA

Pliny odbéru vzorki a diagnostické metody pro zjisfovini a potvrzovini nakazlivé chudokrevnosti losost
(ISA) a kritéria pro vymezeni pdsem a dfedni dozor pfi podezieni na ISA nebo jejim potvrzeni

UVOD A DEFINICE

Tato pifloha:

a) stanovi pokyny a minimdlni pozadavky na plany odbéru vzorkt a diagnostické metody pro zjistovani a potvrzovani
vyskytu ISA;

b) integruje ustanoveni a definice stanovené ve smérnici 91/67/EHS a smérnici 93/53/EHS;

¢) stanovi pfedpisy pro fddné diagnostikovani a tlumeni ISA a pro dozor nad touto chorobou v piipadé podezieni na
ISA nebo pii jejim potvrzeni;

d) je urcena stejné tak orgdnim piislusnym pro tlumeni ISA, jako laboratornimu personélu, ktery provadi testy na tuto
chorobu. Zdiiraziuje postupy odbéru vzorkd, zdsady a pouziti laboratornich testd a zhodnoceni jejich vysledka,
jakoz i podrobné laboratorni techniky. V piipadé potieby vSak laboratofe mohou zménit testy popsané v této
piiloze, nebo mohou pouzit rozdilné testy, za podminky, Ze mohou prokdzat, Ze maji stejnou nebo vyssi citlivost
a specificnost. Déle stanovi kritéria vymezeni pdsem a ufedni dozor pfi podezfeni na ISA nebo po jejim potvrze-
ni.Pro ucely této piilohy se pouziji ndsledujici doplinkové definice:

,Povodim“ se rozumi celé povodi vodniho zdroje od pramene az k dsti, nebo ¢ast povodi od pramene vodniho zdroje
k piirodni nebo umélé prekdzce, kterd brani rybdm v pohybu za tuto prekdzku.

7

,Pobrezni oblasti“ se rozumi ¢ast fi¢ntho nebo moiského biehu nebo wsti odpovidajici pfesnému zemépisnému vyme-
zeni, které spocivd ve stejnorodém hydrodynamickém systému nebo v fadé takovych systémd.

C4st I stanovi hlavni zdsady a kritéria pro diagnostikovani a potvrzovani ISA a kritéria pro vymezen{ pdsem a dGiedni
dozor, kterd se maji uplatnit pfi podezieni z ISA nebo po jejim potvrzeni.

Cést 11 uvadi inspekce a odbéry vzorkii, které se maji provést za tGicelem zjisténi vyskytu ISA.
C4st 111 stanovi metody, které se majf pouzit pro virologické vysetfent.
Cést IV popisuje postup vysetieni vzorkéi pomoci RT-PCR na zjistovani ISA.

C4st V popisuje protokol, ktery se md pouzit pro vy3etfeni vzorki ledvin pomoci IFAT (testu na nepfimou fluorescenéni
protildtku), pokud jde o ISA.

Cést VI obsahuje metodologie pro histologii.

Cést VII obsahuje seznam akronymii a pouzitych zkratek.

. Kritéria pro diagnostikovini ISA a pro stanoveni pasem, nékterd opatfeni pro tlumeni a dfedni dozor

1.1 Hlavni zdsady pro diagnostikovdni ISA

Rozumné diivody pro podezfeni, Ze ryby jsou infikovdny virem ISA, jsou uvedeny v &dsti 1.2 této pilohy.
Clenské staty zajisti, aby pii podezieni, ze ryby v hospoddistvi byly infikovany virem ISA, probéhlo co nejry-
chleji dfedni vysetfeni na potvrzeni nebo vylouceni vyskytu choroby, pficemz se pouziji inspekce a klinickd
vysetfeni, jakoZ i sbér a vybér vzorkli a metody pro laboratorni vysetfeni stanovené v ¢dsti II-VI této
piilohy. Vyskyt ISA se povazuje za tfedné zjistény, pokud je splnén jeden ze tff typt kritérii vyjmenovanych
v Casti 1.3 této prilohy.

1.2 Podezieni z infekce ISA

1.2.1 Podezfeni na vyskyt ISA existuje, pokud je splnéno pfinejmensim jedno z téchto kritérii:

a) pritomnost postmortalnich nélezt slucitelnych s ISA, téZ s klinickymi ptiznaky choroby. Postmor-
télni nalezy a klinické ptiznaky choroby jsou ve shodé s piiznaky vyjmenovanymi v novém vyddn{
Diagnostické piirucky pro choroby vodnich Zivocichii OIE;

b) izolovani a zjisténi viru ISA v bunécné kultufe jednotného vzorku odebraného jakékoliv rybé poché-
zejici z hospodafstvi podle ¢dsti I11;
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¢) rozumné prokazéani pfitomnosti viru ISA ve dvou nezdvislych laboratornich testech, jako je test RT-
PCR (¢ast IV) a test IFAT (Cast V);

d) pfedani Zivych ryb do hospodéfstvi, kde jsou rozumné divody se domnivat, 7e v dobé pfeddni zde
byla pfitomna ISA;

e) pokud vysetfeni odhali jiné zdvazné epizootologické vazby s hospoddistvimi, v nichZ existuje pode-
zfeni z ISA nebo kde byla potvrzena.

1.2.2 Podezfeni na ISA se muZze vyloucit, pokud trvald vySetfeni zahrnujici pfinejmensim jednu klinickou
inspekci mési¢né po dobu Sesti mésict neposkytnou zadny jiny vyznamny dikaz o vyskytu ISA.

1.3 Potyrzeni ISA

Vyskyt ISA se povazuje za potvrzeny, pokud jsou splnéna kritéria popsand v pismenech a) nebo b) ¢i ¢):

a) byly pozorovény Klinické pfiznaky a postmortdlni ndlezy ve shodé s ISA, v souladu s novym vyddnim
Prirucky pro diagnostikovani chorob vodnich zivocicht OIE, véetné uhynulych ryb, ryb slabych nebo vyka-
zujicich nenormdlni chovéni, s pf{znaky chudokrevnosti, jinych postmortdlnich ndlez a patologickych
zmén a virus ISA byl zjistén jednou nebo vice nize uvedenymi metodami:

i) izolace a identifikace viru ISA v bunécné kultufe pfinejmensim jednoho vzorku odebraného jakékoliv
rybé v hospodafstvi, jak je popsdno v &asti II;

ii) zjistén{ viru ISA pomoci testu RT-PCR podle metod popsanych v csti IV;

iii) zjiténi viru ISA v tkdnich nebo piipravcich z tkdni prostfednictvim specifickych protildtek viru ISA
(tj. test IFAT na vzorcich ledvin, jak je popsdno v &sti V);

b) izolace a identifikace viru ISA ve dvou vzorcich odebranych z jedné nebo vice ryb v hospodafstvi testova-
nych pii raznych piilezitostech za pouziti metody popsané v &asti III;

¢) izolace a identifikace viru ISA v pfinejmensim jednom vzorku odebraném z jakékoliv ryby v hospodar-
stvi za pouziti metody popsané v ¢dsti IlI, s potvrzenim zji§tén{ viru ISA v piipravcich z tkdni odebra-
nych z jakékoliv ryby v hospodéfstvi za pouZiti testu RT — PCR (¢dst IV) nebo testu IFAT (Cdst V).

1.4 Kritéria pro stanoveni a zruseni pdsem kontroly a tfedniho dozoru pfi podezieni na ISA a po jejim potvrzeni

[.4.1 Pro ucely stanoveni programu tfedniho dozoru zaloZeného na riziku zavedou clenské stity v blizkosti
hospodarstvi, kde je infekce virem ISA dfedné zjisténa nebo potvrzena, vhodnd pdsma kontroly
a dozoru.

[.4.2 Pdsma, kterd se maji stanovit, jsou definovdna na zdkladé analyzy nebezpeci dalsiho rozsifovani choroby
v konkrétnich ptipadech. V souladu s epizootickou situaci doty¢né povodi nebo pobfezni pasmo:

— je definovéno jako pasmo kontroly nebo

— miuize, pokud jde o povodi nebo rozsdhlou pobfezni oblast, byt rozdéleno na pasmo kontroly a na
pasmo dozoru, pokud neni ohroZena prevence rozsifovani viru ISA.

Kromé toho mohou byt v pfipadé potieby stanovena dalsi pdsma dozoru mimo povodi nebo pobrezni
oblast.

1.4.3 Hlavni faktory, které se berou v tvahu pro zavedeni vyse zmifiovanych pasem, jsou faktory, které maji
dopad na nebezpedi rozsifovani choroby na chovné i volné Zijici ryby, totiz pocet, mira a rozdéleni
pipadii thynu ryb v hospodaistvi, kde je infekce virem ISA dfedné zjisténa nebo potvrzena; pficina
thynt v doty¢ném hospodafstvi; vzddlenost k sousednim hospodafstvim a hustota téchto sousednich
hospodafstvi; hospodafstvi ve styku; druhy pfitomné v hospoddfstvich; fizeni pouzité v zasazenych
hospodafstvich a v hospodéfstvich sousednich; hydrodynamické podminky a jiné faktory epizootolo-
gického vyznamu identifikované v rdmci epizootického Setfeni provedeného v souladu s ¢l. 5 odst. 2
a s Clankem 8 smérnice 93/53/EHS.
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1.4.4 Pro stanoveni pdsem se pouZiji tato minimdln{ kritéria:

1.4.4.1 ,Pdsmo kontroly“ zavadi ¢lensky stdt v bezprostfedni blizkosti hospodéfstvi, v némz je infekce
virem ISA potvrzena, takto:

— v pobfeznich oblastech: oblast zahrnujici kruh o priméru pfinejmensim jednoho posunu
piilivu nebo piinejmensim 5 kilometrd (km), jehoz stfedem je hospodafstvi, v némz je
infekce virem ISA potvrzena, nebo srovnatelnou oblast urcenou na zdkladé pfislusnych
hydrodynamickych nebo epizootologickych tidajti nebo

— ve vnitrozemi: celé povodi hospodafstvi, v némz je infekce virem ISA potvrzena: ¢lensky stdt
muze v rozsahlych povodich omezit rozsah pdsma na casti povodi, za podminky, Ze
prevence rozsifovani ISA nebude ohroZena.

1.4.4.2 ,Docasné pasmo zoéna kontroly” se zavadi v piipadé podezieni na pfitomnost viru ISA, toto
pasmo je zaloZeno na stejnych kritériich, jako ,pasmo kontroly*.

1.4.4.3 ,Pidsmo dozoru“ zavadi clensky stit v pifpadé potieby kolem pdsma kontroly v oblastech, kde
se povazuje za dostate¢ny méné pifsny dozor, pficemz toto pdsmo odpovida:

— v pobieznich oblastech: plose, kterd kolem pdsma kontroly pfesahuje pasma posunu piilivu,
plose, kterd kolem pasma kontroly tvoii kruh o praméru 10 km od stfedu pasma kontroly
nebo srovnatelné plose urcené podle piislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych
udajii nebo

— ve vnitrozemi: v pfipadé potieby rozsdhlé plose lezici vné stanoveného pdsma kontroly.

1.5 Zastaveni provozu a zruseni stanovenych pdsem

[.5.1

[.5.4

PFislusny orgdn ¢lenského stdtu zajisti, aby ve vech hospodéfstvich lezicich v pdsmu kontroly byl po
urcitou dobu pozastaven provoz poté, co z nich byly ryby odstranény a po piipadné dezinfekci. Doba
zastaveni provozu v hospodafstvich s potvrzenou infekci virem ISA je minimdlné Sest mésicti. Dobu
zastaveni provozu v hospoddfstvich v zéndch kontroly urcuje ptislusny orgdn na zakladé posouzeni
rizika v jednotlivych konkrétnich piipadech. Po vyprdzdnéni vSech hospodafstvi lezicich v pdsmu
kontroly se zavede minimdlné 3estitydenni synchronizované obdobi zastaveni provozu.

Kromé toho mtize piislusny orgdn rozhodnout o zastaveni provozu v hospodafstvich lezicich v zave-
denych pasmech dozoru.

Zavedend pdsma kontroly mohou byt zrusena a znovu zarybnéna teprve poté, kdy se hospodaistvi
v téchto pdsmech lezici zbavi vSech ryb, poptipadé se vydezinfikuji, a projdou obdobim zastaveni
provozu podle bodu I.5.1. Pfi novém zarybnéni se pasma kontroly pfeméni v pasma dozoru, jak je
stanoveno v bod¢ 1.4.4.3.

Zavedend docasnd pasma kontroly mohou byt zruSena teprve poté, kdy se podezieni na infekci virem
ISA vylou¢i podle ¢asti 1.2.2. V piipadé potvrzeni ISA podle &isti 1.3 se docasné pasmo kontroly
pfeméni v pdsmo kontroly.

Zavedend pasma dozoru je mozné zrusit teprve dva roky po zruSeni pasma kontroly.

1.6 Uedni dozor pfi podezieni z ISA nebo po jejim potvrzeni

1.6.1

S odkazem na ¢l. 5 odst. 2 a na ¢ldnek 6 smérnice 93/53/EHS a za ucelem stanoveni rozdéleni
a vyvoje choroby pfi podezfeni na ISA nebo po potvrzeni choroby v hospodéfstvi musi piislusny
orgdn nebo kvalifikovany hygienicky dtvar v oblasti zdravotniho stavu ryb po poradé s prislusnym
orgdnem a za jeho dozoru provést program tfedniho dozoru zaloZeny na riziku ve vSech hospodar-
stvich lezicich v zavedenych pasmech.

Pro Gcely pouziti programu dfedniho dozoru musi piislusny orgdn, popfipadé pomoci kontrol na misté,
identifikovat v3echna hospodaistvi v zavedenych pdsmech a provést tfedni soupis druhd, skupin
a mnozstvi ryb chovanych v hospodafstvich, véetné miry Gmrtnosti.
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1.6.3 Po prvotnim tfednim soupisu musi hospodéfstvi v zavedenych docasnych pdsmech kontroly, kterd

1.

1.6.4

Inspekce a

chovaji lososa obecného (Salmo salar) nebo jakykoliv jiny druh uvedeny v nejnovéjsim vydani Veterindr-
niho kodexu vodnich Zivocicht OIE jako druh vnimavy na ISA nebo oznadeny za potencidlniho nositele
ISA, hldsit vSechny piipady dhynu piislusnému orgdnu kazdych ¢trndct dni. Zvysend dmrtnost musi byt
hldsena po jednotlivych dnech a sadkach. Prislusny orgdn vysetii jakékoliv vyznamné zvySeni dmrtnosti
v hospodafstvi.

Je-li podezfeni potvrzeno, veskerd hospodafstvi v zavedeném pasmu kontroly hldsi pfislusnému organu
piipady dhynu kazdy tyden po jednotlivych sadkach a dnech.

Hospodartstvi v pdsmech dozoru hldsi dmrtnost prislusnému organu kazdych 14 dni.

Kromé toho se v zavedenych pasmech provadéji pravidelné po cely rok inspekee s cetnosti uvedenou
v tabulce 1. Pokud vsak klimatické podminky znemozni provedeni inspekce v urcité ¢dsti roku, mohou
¢lenské staty stanovit jinou Cetnost inspekei v pohotovostnim planu.

Tabulka 1

Program tdfedntho dozoru

Umisténi hospodafstvi Minimdlni pocet inspeke za rok Mlmmalni pocet inspeke za rok po
zruSeni pasma kontroly
Pasmo kontroly 12
Pdsmo dozoru 6 6
Docasné pasmo kontroly 6

Program dozoru se provadi az do zruseni pasem.

Inspekee, jakoz i selekce, sbér, piiprava a odesldni vzorkd probihd zptsobem definovanym v cdstech
I1.1 az I1.4. Vysetfeni vzorkd probihd podle ¢dsti 11l az VI.

odbér vzorka

1.1 Inspekce, selekce a sbér vzorkii v hospoddistvi s podezienim na pritomnost ISA

IL1.1

II.1.2

IL.1.3

Pii pravidelnych inspekcich provadénych v rdmci programu tfedntho dozoru popsaného v Césti 1.6
a v hospodafstvich podezielych z infekce virem ISA se vySetfuje veskeré vybaveni hospodafstvi
(sadky, nddrze a bazény), aby se odhalila pfitomnost uhynulych a slabych ryb nebo ryb s neobvyklym
chovanim. Pokud to je mozné, neddvno uhynulé ryby (nerozlozené), slabé ryby nebo ryby s neobvy-
klym chovanim se vySeti, aby se zjistily klinické pfiznaky ISA nebo aby doslo k postmortdlnimu zjis-
téni choroby, jak je popsino v novém vydani Diagnostické pifrucky pro choroby vodnich Zivocicht
OIE.

Pokud jsou pozorovény Cerstvé klinické piiznaky typické pro ISA nebo pokud inspektor nebo veteri-
nérni lékaf md jakykoliv jiny divod pfedpoklddat, Ze ryby mohou byt infikované, provede se odbér
vzork® pfinejmensim u 10 ryb. Pokud je to mozné, vzorek tvoii ryby, které pravé uhynuly, jsou slabé
nebo vykazuji neobvyklé chovani. Pokud neni dost ryb vykazujicich klinické pfiznaky, pak se vzorek
doplni o zdravé ryby odebrané ze sidek, nddrzi nebo bazént, v nichZ jsou nejvyssi hladiny tmrtnosti
nebo nejveétsi pocet ryb vykazujicich klinické piiznaky choroby.

Pokud se zpozoruji Cerstvé uhynulé ryby, ryby slabé nebo vykazujici neobvyklé chovani, avsak pokud
klinické pfiznaky a postmortdlni zjisténi nepotvrzuji ISA, neni odbér vzorki povinny, aviak inspektor
nebo veterindrni 1ékafe mize pozadovat odbér vzorkd pro zjisténi jiné diagnozy.
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I.1.4

Pokud existuje podezieni, Ze volné Zijici ryby jsou infikovdny ISA, ¢lenské stity zajisti, aby byly vySe-
tfeny pfislusné vzorky vhodnymi klinickymi a laboratornimi metodami, stanovenymi v &dstech II az
VI, aby se vyloudila nebo potvrdila pfitomnost ISA a aby se posoudilo, zda pfedstavuje vdznou hrozbu
pro chovné ryby.

1.2 Pfiprava vzorkii ryb

I1.2.1

11.2.2

11.2.3

I1.2.4

I1.2.5

Vzorky pro histologické vysetfeni se odebiraji pouze z Cerstvé zabitych ryb, které vykazuji klinické
piiznaky choroby nebo jejichz postmortalni ohleddni odpovidd pitomnosti choroby. Z jakychkoliv
vnéjsich nebo vnitinich poruch se odeberou vzorky, v kazdém piipadé pak z jater, ze stfedu ledviny,
ze srdce a ze sleziny se odeberou vzorky u kazdé ryby pomoci skalpelu a pfenesou se do slaného
tlumictho roztoku 8 — 10 % (vol/vol) formalinu. Pomér mezi fixativem a tkdni mus{ byt pfinejmensim
20:1, aby se zarudila spolehlivd konzervace tkdni.

Tkané pro virologické vysetfeni se odebiraji ze vSech ryb vzorku. Duplicitni vzorky se odebiraji pro
potvrzeni vysledku. Casti jater, pfedni ledviny, srdce a sleziny se odebiraji z ryb pomoci sterilntho
néstroje a prenesou se do plastikovych zkumavek obsahujicich 9 ml pfepravniho roztoku, to znamend
prostredi bunécné kultury s antibiotiky. Sta¢{ kombinace 12,5 pg ml' fungizonu, 200 IU ml"! polymi-
xinu B a 200 pg ml! kanamycinu, aviak mohou se pouzit i jiné kombinace s prokdzanou G&innosti.
Do jedné zkumavky obsahujici pfepravni roztok je mozné umistit maximdlné tkdné odebrané z péti
ryb, které pak predstavuji jeden souhrnny vzorek. Hmotnost tkdné v jednom vzorku je 1,0 + 0,5 g.

Vzorky ledvin urcené k vysetfeni testem IFAT musi byt odebrané z cerstvé zabitych ryb do dvou
hodin po smrti. Pomoci sterilnich ndstrojii se odebere kousek ze stfedu ledviny. Tkdn se osusi do
savého papiru, aby se odstranil piebytek krve, potom se nékolikrdt stiskne na sklenénou desticku
potienou poly-L-lysinem. Vedle sebe jsou rizné vzorky, které se viak nepiekryvaji, takze vznikd nepfe-
ruovand jednotnd vrstva bunék. Krev a tkdnovy mok nejsou vhodnym materidlem pro tento test.
Nesmi dojit k tomu, aby vzorek ledviny ,vykapal“ na savy papir, nebot tim by mohlo dojit ke koagu-
laci krve a na testovaci desti¢ce by bylo uloZeno velké mnozstvi sérovych bilkovin. Vzorky se osusi na
vzduchu, potom se uchovavaji Cerstvé, pokud nemaji byt fixovany neprodlené. Fixace vzorkl se
provadi do 72 hodin po odbéru. Vzorky mohou byt piipadné také zmrazZeny po osuseni na vzduchu,
potom mésic skladovany pfi teploté maximalné —20 °C pred fixaci.

Ryby vykazujici pfiznaky chudokrevnosti mohou byt omrdceny a vzorky heparinované krve se
odeberou okamzité k hematologickému vy3etfeni, jako je méfeni hematokritu.

Tkan pro analyzu RT-PCR se odebird od vSech ryb vzorku. Kousek pfedni nebo stiedni ledviny se
rybdm odebere pomoci sterilnfho ndstroje a pfenese se do mikrozkumavky obsahujici 1 ml RNK
konzerva¢niho roztoku s potvrzenou Géinnosti. Do zkumavky s konzervaénim roztokem je mozné
dét tkdn nejvyse péti ryb. Hmotnost tkdné v jednom vzorku je pfiblizné 0,5 g. Pokud jsou ryby piilis
malé na to, aby se ziskal vzorek pozadované hmotnosti, mohou byt odebriny kousky ledviny, srdce,
sleziny, jater nebo pylorického slepého stfeva, v uvedeném pofadi, aby jejich hmotnost byla 0,5 g.

IL.3 Odesldni vzorkii ryb

I1.3.1

11.3.2

I1.3.3

Vzorky krve a zkumavky obsahujici tkdné ryb urcené k virologickému vysetieni nebo analyze RT-PCR
se umisti do izolovanych nddob (napiiklad polystyrénovych ptepravek s tzkymi pfepdzkami), spolu
s dostatecnym mnozstvim ledu nebo mrazicich blokd, aby se zajistilo zchlazeni vzorké béhem
piepravy do laboratofe. Nesmi dojit k jejich zmrazeni a pfepravni nddoba musi obsahovat led jesté
pii pfevzeti, nebo jeden ¢i vice mrazicich blokti musi byt jesté ¢dste¢né nebo uplné zmrazenych. Za
mimofddnych okolnosti mohou byt vzorky RT-PCR a vzorky pro virologické vySetfeni zmrazeny
a piepravovéany do laboratofe pfi teploté nejvyse —20 °C.

Desticky pro test IFAT se odesilaji s podlozkami desticek s dostatenym mnozstvim exsikdtoru, aby
vzorky zustaly suché a zchlazené, jak se uvadi vyse.

Pokud jsou tkdné ryb ptepravoviny ve fixativu pro histologické vysetfeni, odesilaji se v utésnénych
zkumavkdch umisténych do nddob odolnych vi¢i ndraztim, jako napiiklad v polystyrénovych pieprav-
kich s tzkymi prepdzkami.
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11.3.4 Pokud vzorky nebyly zmrazeny, musi se s virologickym vySetfenim zacit co nejdfive, v kazdém
piipadé nejpozdéji 72 hodin po odbéru vzorki. Vzorek pro srovndvaci analyzu se skladuje pii teploté
pfinejmensim —20 °C od dopraveni do laboratofe.

I1.3.5 Do laboratofe je téZ mozné piepravovat ryby v celku, pokud mohou byt splnény teplotni podminky
po dobu pfepravy stanovené v &asti I1.3.1. Ryby v celku se zabali do savého papiru a odeslou v pla-
stikovém pytli, zchlazené vyse uvedenym zptsobem.

11.3.6 Zivé ryby je téz mozné odesflat, aviak pouze za dozoru Giedniho dtvaru.

I1.3.7 Pro analyzu RT-PCR tkdni konzervovanych v RNAlater musi k extrakci RNA dojit ve haté, kterd se
méni podle teploty. Tyto lhiity jsou uvedeny nize:

— 37°C 1 den
— 25°C 1 tyden
— 4°C 1 mésic
— -20°C lhiita nenf stanovena.
I1.3.8 Veskeré baleni a oznacovani musi byt provddéno v souladu s platnymi vnitrosttnimi a mezindrod-

ML

nimi nafizenimi o prepravé, jak je zapottebi.

1.4 Sbér doplitujictho diagnostického materidlu

Po dohodé¢ s diagnostickou laboratofi mohou byt sbirdny jiné tkdné ryb a mohou byt pfipraveny za tcelem
doplaujicich zkousek.

Virologické

vySetieni

L1 Priprava vzorkii

IL1.1

M.1.2

Pokud pretrvavaji praktické tézkosti, které brani v naockovani bunék do 72 hodin po sbéru vzorkd
tkdni, je pFpustné, aby tyto vzorky byly zmraZeny na teplotu =80 °C po dobu nejdéle 28 dni. Tkdné
mus{ byt zmraZeny a rozmrazeny pouze jednou pied vysetfenim.

Kazdy vzorek (smés tkdni v prepravnim roztoku) se zcela homogenizuje za pomoci drtice, misiciho
zafizeni nebo teci misky a palicky, odstiedi se 2000 — 4000 x g za 15 minut pfi teploté 0 aZ 6 °C,
na povrchu plovouci vrstva se filtruje (0,45 pm) a inkubuje se stejnym objemem smési pfiméfené
nafedéné antiséry proti domacim sérotyptim viru IPN. Titr antiséra musi byt pfinejmensim 1: 2000
v 50 % neutraliza¢niho testu na desticce. Smés se inkubuje po dobu jedné hodiny pifi teploté 15 °C.
Tak se pfipravi ockovaci latka, inokulum.

Osetieni viech inokul antisérem na IPN virus (virus, ktery je v nékterych ¢dstech Evropy piftomen
v 50 % vzorki ryb), md zabranit tomu, aby se v naockovanych bunéénych kulturdch objevil cytopa-
ticky tcinek CPE zpusobeny virem IPN. Tim se snizi doba virologickych vysetfeni, jakoZ i pocet
piipadd, v nichz by zjisténi CPE mohlo byt povazovano za mozny indikdtor viru ISA.

Pokud vzorky pochédzeji z vyrobnich zdvodd, které se povazuji za prosté viru IPN, pak osetieni ocko-
vaci latkou s antisérem na virus IPN neni nutné.

II1.2 Naockovdni bunécnych kultur

1.2.1

Bunky SHK-1 (pfechod 80 nebo niZzsi) nebo buriky TO se kultivuji v prostiedi L-15 obsahujicim 5 %
séra ze zdrodku skotu, 2 % (v/v) 200 mM L-glutaminu a 0,08 (v/v) 50mM 2-merkaptoetanolu ve 12
nebo 24 jamkdch. Mohou byt pouzity i jiné bunécné fetézce s ovéfenou efektivitou a citlivosti na
izolovani viru ISA, pficemZ je tieba zohlednit variabilitu kmenu a schopnost roznych kment
rozmnozovat se v riznych bunéénych fetézcich. Roztok orgdnt oSetfenych antisérem se naockuje
do mladych buné¢nych kultur ve fazi aktivniho rastu, aby se dosdhlo kone¢ného roztoku tkdnového
materidlu v kultiva¢ni padé v poméru 1:1000. U kazdé suspenze organt se pfidd 40 pl inokula do
jamky obsahujici 2 ml kultiva¢ni pudy. Aby se minimalizovalo nebezpedi kifZové kontaminace,
doporucuje se pouzit samostatné desticky po 12 nebo 24 jamkach u vzorkd pochazejicich z riznych
hospodafstvi lezicich na riznych mistech.
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1.3

111.4

IL5

111.2.2

1L.2.3

Jedna desticka by méla zistat nenaockovand, aby poslouzila pro negativni kontrolu. Jind desticka se
naockuje referenénim izoldtem viru ISA jako pozitivni kontrola za pouziti nize uvedeného postupu.
Sto pl zdsobniho piipravku viru ISA (minimdlni titr je 107 TCID50 ml") se naockuje v prvni jamce
a dobfe promichd. Objem této litky v prvni jamce se pfenese do druhé, aby se ziskal roztok
v poméru 1:10, a dobfe se promichd. Tento postup se opakuje u kazdé jamky, aby se ziskalo Sest
roztokl v poméru 1:10. Zdsoba viru ISA muze byt skladovdna pfi teploté —80 °C po dobu mini-
maélné dvou let, avsak po rozmrazeni musi byt pouzita do tfi dni. Pozndmka: musi se zabranit kiiZové
kontaminaci testovacich desticek s pozitivnim kontrolnim materidlem. Aby se toto nebezpeci vylou-
¢ilo, je tieba pozitivni vzorky zpracovdvat a osetfovat oddélené od testovacich desticek.

Vzorky se inkubuji pii teploté 14 + 2 °C po dobu maximdlné 15 dni.

Pozorovdni mikroskopem

Bunécné kultury se dvakrdt vySetiuji pod mikroskopem na zjisténi CPE, nejprve od patého do sedmého dne
a potom od dvandctého do ¢trndctého dne po naockovani. Pokud smés vykazuje CPE, je tfeba neprodlené
piistoupit k identifikaci viru (II.6). Pokud neni Zddny CPE pozorovan ¢trnécty den, provede se hemadsor-
peni test (IIL.4).

Hemadsorpce

Rozmozeni viru ISA v bunéénych kulturdch nemusi mit vzdy za ndsledek CPE. Proto se u kazdé jamky
provadi hemadsorpéni test, jak je popsdno nize, nebo se alternativné u kazdé jamky provadi test IF, jak je
popsdno v bodé 111.6.1.

111.4.1

111.4.2

Z kazdé jamky se odebere prostiedi bunétné kultury, véetné jamek s pozitivnimi a negativnimi
kontrolnimi vzorky, a umisti se do oznacenych sterilnich zkumavek. Do kazdé jamky se ptidd
500 pl 0,2 % roztoku (vfv) omytych cervenych krvinek krélika nebo koné nebo 0,05 % roztok (v[v)
omytych &ervenych krvinek pstruha duhového nebo lososa obecného a neché se inkubovat za poko-
jové teploty po dobu 45 minut. Cervené krvinky se odstrani a kazd4 jamka se dvakrdt omyje pomoci
zivné ptdy L-15. Kazdd jamka se vySeti pod mikroskopem.

Pritomnost shluktl ¢ervenych krvinek pfilnavych k plose bunék SHK-1 nebo TO indikuje podezieni
na infekci orthomyxovirem. Pokud je hemadsorpéni test pozitivni, neprodlené se provede test na zjis-
tenf viru (IIL6).

Subkultivace nebo prechod

IL5.1

111.5.2

IL5.3

Subkultivace se provadi od tiindctého do patnictého dne. 225 pl kultury plovouci na povrchu se
pfidd k jamkdm obsahujicim cerstvé bunky SHK-1 v aktivni fdzi rGstu na dvandctijamkovych platech
a inkubuje se pii teploté 14 * 2 °C maximdlné po dobu 18 dni. Bunéné kultury se dvakrdt
prohlédnou pod mikroskopem na zjisténi CPE, nejprve od patého do sedmého dne a potom od
¢trndctého do osmndctého dne po naockovéni. Pokud néktery vzorek bunék vykazuje CPE, nepro-
dlené se zahdji postup na identifikaci viru (IIL.6). Pokud se nezpozoruje zidny CPE v obdobi mezi 14.
a 18. dnem, provede se hemadsorp¢ni test (I11.4).

Pokud je zjiténa cytotoxicita béhem prvnich sedmi dni po inkubaci, provede se subkultivace tak, ze
se buriky nechaji inkubovat po dobu 14 az 18 dni a pak se provede novd subkultivace trvajici dalsich
14 az 18 dni. Pokud se objevi cytotoxicita po sedmi dnech, nechaji se bunky inkubovat tak, aby se
dospélo k celkovému poctu 28 az 36 dni inkubace od prvotniho naockovéni.

Pokud se v prvotni kultufe objevi bakteridlni kontaminace, musi se test opakovat za pouziti homoge-
nizované tkdné skladované pii teploté —80 °C. Pfed naockovdnim se homogenizovand tkdn odstfedi
na 4000 x g po dobu 30 minut pfi teploté 0 az 6 °C a na povrchu plovouci vrstva se filtruje na
0,22 pm. Pokud se bakteridlni kontaminace objevi béhem subkultiva¢niho stupné, na povrchu
plovouci vrstva se filtruje na 0,22 pm, naockuje se do Cerstvych bunék a nechd se inkubovat po
dalsich 14 az 18 dni.



148

Uftedni véstnik Evropské unie

03/sv. 39

1.6 Testy na identifikaci viru

Pokud je v kterémkoliv stddiu prokdzdn CPE nebo pokud je vysledek hemadsorpéniho testu pozitivni,
provede se identifikace viru. Dostupné metody identifikace viru ISA jsou imunofluorescence IF (II1.6.1) a RT-
PCR (¢dst IV). Pokud se predpoklddd, ze mohou byt pfitomny i jiné viry, doporucuje se pfistoupit k dopliu-
jicim testtm na identifikaci viru. Pokud tyto testy neumoZzni s kone¢nou platnosti identifikovat virus do
jednoho tydne, musi byt horni vrstva kapaliny odesldna do ndrodni referenéni laboratofe nebo do referencni
laboratore EU pro choroby ryb, aby se virus neprodlen¢ identifikoval.

1.6.1 IF

1L.6.1.1

111.6.1.2

111.6.1.3

111.6.1.4

Buniky SHK-1 (pfechod 80 nebo nizsi) nebo buniky TO se kultivuji v zivné padé L-15
obsahujici 5 % sérum ze zdrodku skotu, 2 % (v[v) mM L-glutaminu a 0,08 % (v[v) 50
mM 2-merkaptoetanolu na destickdch s 24 nebo 96 jamkami a za pouziti hustoty vyvola-
vajici vice nez 50 % spojovani. Mohou se téZ pouZit jiné bunécné fetézce nebo kultivacni
pudy s prokdzanou t¢innosti. 225 pl plovouci vrstvy kultury podle pfedpokladu infiko-
vané virem se ptidd do kazdé ze dvou jamek, promichd se a ptenese 225 pl do dvou
dalsich jamek s fedénim 1:5. Dvé dalsi nenaockované jamky poslouzi jako kontrolni
vzorky. Vzorky z kazdého rybdiského hospodafstvi se umisti na samostatné desticky,
stejné jako kontrolni vzorky viru. Kontrola viru se provadi za pouZiti referen¢niho izoldtu
viru ISA.

Desticky se inkubuji pii teploté 14 + 2 °C a vysetfuji se pod mikroskopem po dobu
maximdlné sedmi dni. Pokud se zjisti pfedcasny CPE nebo pokud se nezjisti Zddny CPE do
sedmi dnd, pak je dalsim krokem fixace. Desticky se omyji PBS a fixuji inkubaci s 80 %
acetonu po dobu 20 minut pii pokojové teploté. Desticky se ususi na vzduchu a nepro-
dlené obarvi nebo se skladuji pii teploté 0 az 6 °C maximédlné po 24 hodin pied obar-
venim.

Duplicitni jamky se obarvi monoklondlni protildtkou viru ISA 3H6F8 nebo jinou mono-
klondlni protilitkou s prokdzanou tcinnosti a specificnosti, rozfedi se v PBS a inkubuji
pii teploté 37 * 4 °C po dobu 30 minut. Monoklondlni protildtka se odstrani a desticky
se titkrdt omyji 0,05 % Tween 20 v PBS. Vzorek se pokryje konjugdtem obsahujicim
mysi protildtku IgG FITC, fedénou v PBS, a pfidd se do kazdé jamky a inkubuje se pii
teploté 37 + 4 °C po dobu 30 minut. Pozndmka: fedéni rtiznych Sarzi monoklondlni
protilitky a konjugdtu FITC se optimalizuje v kazdé laboratofi. Protildtka se odstrani
a desticky se trikrdt oplachnou 0,05 % Tween 20 v PBS.

Jamky se neprodlené vysetif za pouziti inverzniho mikroskopu vybaveného fluorescen¢nim
mikroskopem s filtrem upravenym pro vyvoldni FITC. Test se povaZuje za pozitivni,
pokud jsou zpozorovédny fluorescenéni bunky. Aby test byl platny, musi mit kontrolni
vzorky také pozitivni vysledek a negativni vzorky vysledek negativni.

IV. Vysetfeni vzorki pomoci RT-PCR

IV.1 Tento oddil popisuje postupy poZadované pro zvétSeni cdsti dilu 8 genomu viru ISA pomoci PCR, které miZe byt prove-
deno na tkdnich ryb nebo v kultufe viru ISA

IV.1.1 Extrakce RNA

a) RNAlater se odstrani z kazdého vzorku. Do kazdé zkumavky se pfidd 1 ml destilované vody

C

)

C.

oSetfené DEPC a zkumavky se pak odstied{ pii 13 000 rpm po dobu péti minut pii teploté 0 aZ 6

Plovouci vrstva se odstrani z kazdého vzorku a 800 pl TRIzolu (Invitrogen) nebo alternativniho
¢inidla, u néhoz je prokdzdano, ze ma ucinnost srovnatelnou nebo vyssi, se prida do kazdého vzorku
a do kontrolni zkumavky obsahujici vhodny kontrolni material (400 pl destilované vody nebo
homogenizovanou hmotu ledvin odebranou z ryb prostych specifikovanych patogennich orga-
nismu). V piipadé potreby se tkdné mohou opakované disociovat pomoci pipety. Zkumavky se
inkubuji pfi pokojové teploté po dobu péti minut. Do kazdé zkumavky se pfidd 160 pl chloro-
formu a zkumavky se fddné protiepou po dobu ti minut, potom se odstiedi na 13 000 rpm po
dobu 15 minut pii teploté 0 az 6 °C.

Vrchni vodni vrstva se odstrani a pfenese se do kalibrované mikrozkumavky o obsahu 1,5 ml
obsahujici 500 pl izopropanolu a pak se zkumavky inkubuji po dobu 10 minut pfi pokojové
teploté, potom se odstfedi na 6 500 rpm po dobu 15 minut pii teploté 0 az 6 °C.
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IV.1.2

IV.1.3

IV.1.4

IV.1.5

d) Plovouci vrstva se odstrani a pfidd se 1 ml 75 % etanolu k usazeniné RNA. Zkumavky se odstiedi
na 6 500 rpm po dobu péti minut pii teploté 0 az 6 °C.

¢) Plovouci vrstva se odstrani a zkumavky se ponechaji oteviené po dobu piiblizné tf minut, aby se
vypafil zbyvajici etanol. K usazeniné pfeménéné v suspenzi se pfidd 15 pl destilované vody
oSetfené DEPC a pokud je zapotiebi, rychle se piejde k vortexu.

f) Ke stanoveni koncentrace RNA a Cistoty vzorkll se pouzije spektrofotometr. Optické hustoty se
zméfi na 260 a 280 nm.

2) RNA, kterd musi byt pouzita neprodlené (stejny den), se mize docasné skladovat pii teploté 0 az 6
°C. Nepouzitd RNA se skladuje pii teploté —80 °C.

Obrdcend transkripce RT

a) Dva pg RNA se roziedi v destilované vod¢ osetfené DEPC v mikrozkumavkdch o objemu 1,5 ml.
Pokud je koncentrace RNA vzorka prili§ slabd na to, aby bylo mozné pouzit 2 pg v reakci RT,
pouzije se co moznd nejvétsi mnozstvi RNA. Roziedénd RNA se inkubuje pfi teploté 55 az 60 °C
po dobu 10 minut.

b) Zkumavky obsahujici RNA se umisti do ledu a pfidaji se ¢inidla RT, aby se ziskaly kone¢né koncen-
trace 1 x tampon, ImMdNTP, 100 ng ndhodnych hexamert, 20 J inhibitoru a 200 ] MMLV-RT
v celkovém objemu 20 pl.

¢) Zkumavky se inkubuji pii teploté 37 °C po dobu jedné hodiny.

d) cDNA se skladuje pfi teploté 0 az 6 °C podle potieby a pouzije se v PCR co nejrychleji.

PCR

a) Do smési 45 pl PCR se pfidd 5 pl cDNA, aby se ziskaly kone¢né koncentrace 1 x tampon, 1,5 mM
MgCL2, 02 mM kazdé dNTP, 25 pmol kazdé barvy a 1 U Taq polymerdzy. Matrice jsou ISA+ (5
GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3) (matrice po sméru) a ISA- (5-GCC-AAG-TGT-AAG-
TAG-CAC-TCC-3) (matrice v protisméru). Musi se provést negativni kontroly pro extrakci, fize RT
a PCR.

=

Zkumavky se umisti do termocykleru naprogramovaného na 94 °C po dobu péti minut, pak ndsle-
duje 35 cykla pfi 94 stupnich po dobu 1 minuty, 55 stupnich po dobu 1 minuty a 72 stupnich
po dobu jedné minuty s kone¢nou inkubaci pfi 72 °C po dobu péti minut.

O
~

Vysledky PCR se posoudi po elektroforéze za pouziti 2 % agarozového gelu zbarveného ethidium-
bromidem a obsahujicim velikostni markery soubézné se vzorky a zahrnujicim negativni kontroly
pro fize RT a PCR. Jediny produkt PCR o 15 bp se povazuje za ukazatel pfitomnosti RNA viru
ISA. Vzorky, které obsahuji dopliujici produkt o 310 bp, se téZ povazuji za obsahujici RNA viru
ISA. Vzorky, jejichz vysledky ndsobi produkty PCR, véetné pfinejmensim jednoho s prfiblizné 155
bp, mohou obsahovat RNA viru ISA. Mohou byt déle vysSetfeny sondami DNA nebo nukleotidovym
sekvenovanim.

Potvrzen{ viru ISA izolovaného na tkdnové kultufe pomoci PCR

Pokud doslo k dplnému CPE béhem virologického vysetfeni vzorka tkdné v bunkdch SHK-1, odstrani
se z jamky 400 pl plovouci vrstvy a umisti se do sterilni zkumavky o objemu 1,5 ml. RNA se extra-
huje z tohoto vzorku stejné jako v bodé IIL.1. a provede se test RT-PCR. Pokud se pouziji kultury,
u nichz CPE neni dplny, plovouci vrstva se odstrani, buriky se oskrdbou z povrchu jamky nebo bariky
a vlozi se do sterilni zkumavky o objemu 1,5 ml pro extrakci RNA a test RT-PCR.

Potvrzeni produktt PCR sondou DNA

a) Specifi¢nost produktu PCR o 155 bp muze byt posouzena sonddzi s oligonukleotidem, ktery se
kiizi v oblasti produktu PCR, vlastni matricim. Produkty PCR podléhaji elektroforéze v 1 % agaré-
zovém gelu soubézné s markery velikosti a s pozitivni kontrolou a negativni kontrolou u fézi RT
a PCR.
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b) DNA se podrobi reakci Souther-blot na membrdné a oznaceny oligonukleotid (5- CGGGAGTT-
GATCAGACATGCACTGA AGGTG-3) se inkubuje s membranou po pfislusnych prehybridizacnich
fazich.

¢) Omytim se vylou¢i membréna nevdzanych a nespecificky vdzanych sond a vdzand sonda se vizuali-
zuje.

d) Sondy vdzané na fragment 155 bp (a 310 bp, pokud je pfitomen) pfedstavuji dikaz specifi¢nosti
PCR a ukazuji, Ze RNA viru ISA byla ve vzorku pfitomna.

IV.1.6 Nukleotidové sekvenovani produkta PCR

Specifi¢nost PCR muiZe byt posouzena vySetfenim nukleotidového sekvenovani 155 bp produktu PCR.
a) Produkt PCR se odisti od agor6zového gelu nebo roztoku.

b) Fragment se sckvenuje pomoci stejnych matric, jaké byly pouzity pro PCR, nebo vektorovych
matric, pokud byl fragment klonovan ve vektoru pted sekvenovanim.

¢) Nukleotidovd sekvence se porovnd se sekvencemi segmentu 8 viru ISA dostupného v databdzi
nukleotidové sekvence EMBI (Cisla piistupu Y10404, AJ012285, AJ242016).

d) Pfitomnost sekvence odpovidajici sekvenci segmentu 8 viru ISA je dikazem, Ze vzorek obsahoval
RNA viru ISA.

V. VySetfeni vzorka ledvin pomoci IFAT

V.1

V.2

V.3

Nize uvedeny protokol byl vypracovdn pro vyetieni vzorkii ledvin pomoci testu IFAT

Priprava a obarveni vzorkil

V.2.1 Desticky se fixuji v acetonu nebo metanolu/acetonu (1:1) po dobu tif minut a nechaji se oschnout na
vzduchu. Pred zbarvenim se kazdd desticka vySetii a vhodnd pdsma se obkresli tuzkou ImmEdge™
nebo tuzkou ji podobnou a desticka se usu$i na vzduchu. Potom se desticky vlozi do blokujictho
roztoku (6 % odstfedéné mléko v PBS obsahujici 0,2 % Tween 20) a inkubuji se za mirného protie-
pavani po dobu 30 minut za pokojové teploty. Kazdd desticka se nechd odkapat a umisti se vodo-
rovné do drzdku na desticky obsahujictho vlhky ubrousek, aby se udrzelo vlhké prostredi.

V.2.2 Kazdy vzorek se pokryje roztokem monoklondlni protilitky 3H6F8 na virus ISA (nebo jinou proti-
latkou s ovéfenou specifiénosti a ucinnosti), pfepravka se uzavie a inkubuje se za protfepavani po
dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Protilitka se normdlné fedi v poméru 1:10 az 1:100
v 1 %odstredéném mléce, aviak skute¢né fedéni se musi urcit pro kazdou Sarzi. Desticky se tfikrdt
omyji po dobu dvou minut v PBS obsahujicim 0,1 % Tween 20. Kazdy vzorek se pokryje roztokem
obsahujicim konjugdt FITC (goat anti mouse), fedénym v poméru 1:1000 v 1 %odstfedéném mléce
a inkubuje se ve vlhkém prostredi po dobu 60 minut pti pokojové teploté. Desticky se tiikrat po dvé
minuty omyji v PBS obsahujicim 0,1 % Tween 20. Kazdd desticka se pokryje roztokem CITIFLUOR™
(500 pl Citifluoru™ smichaného s 1,5 ml Tween 20 v 0,1 % (v/v) v PBS) nebo v jiné vhodné
stavebni Zivné ptidé po dobu 10 minut. Desticky se tiikrdt omyji v PBS obsahujicim 0,1 % Tween
20. Pokud je nutné dobarvovat, kazdy vzorek se pokryje propidiumjodidem (0,01 mg/ml) v PBS obsa-
hujicim 0,1 % Tween 20 a inkubuje se po dobu i minut pfi pokojové teploté. Desticka se tikrat
omyje po dobu 2 minut v PBS obsahujicim 0,1 % Tween 20. Desticky se osusi a vlozi se do CITIF-
LUORU™ nebo jiné vhodné stavebni zivné pudy. Desticky se skladuji v temnu pfi teploté 4 °C pied
mikroskopickym vy3etfenim.

VySetteni za pomoci fluorescencniho mikroskopu

Kazdd desticka se vySetii pod mikroskopem s epifluorescenénim osvétlenim za pouziti patficného filtru,
ktery vyvold FITC a zpusobi, Ze se objevi charakteristickd zelend fluorescence. Viechna pole lezici v pdsmech
oznacenych tuzkou ImmEdge™ se vySetii objektivy x 10 a x 20 a podezfeld pdsma (ta, kterd vykazuji
zelenou fluorescenci) se znovu vysetii objektivem x 40 a fizovym/fluorescenénim osvétlenim, aby se zaru-
¢ilo, ze fluorescence je v bunice dobfe lokalizovdna. Koordindty podezielych pdsem se zaznamenaji, aby
druhy laborant pozdgji potvrdil povahu fluorescence. Po vysetieni prvnim laborantem se podezielé nebo
pozitivni desticky znovu vySetf{ druhym laborantem a potvrdi se vysledky.
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V.4 Kontroly

V.4.1 Kazdd sarZe zbarvenych desticek pro test IFAT musi zahrnovat tii typy kontrol:
— vzorek ledviny neinfikovaného lososa obecného (negativni kontrola),
— neinfikovand buné¢nd kultura SHK-1 nebo jind citlivd buné¢nd kultura (negativni kontrola),

— bunéénd kultura SHK-1 infikovand virem ISA nebo jind citlivdi bunénd kultura (pozitivni
kontrola).

V.4.2 Pokud je k dispozici, doporu¢uje se vzorek ledviny lososa obecného infikovaného virem ISA jako
doplaujici pozitivni kontrola.

V.4.3 Pokud se z negativnich kontrol ziskd pozitivni vysledek, test se povaZuje za neplatny pro vsechny
desticky dané sarze. Pokud jsou vSechny desticky Sarze, v¢etné pozitivnich kontrol, negativni, test se
povazuje za neplatny pro vSechny desticky této Sarze. V piipadé, Ze chybné kontroly zpiisobi neplat-
nost 3arze desticek, viechny tyto desticky se zni¢i a nové testovani se provede za pomoci uZiti dupli-
kétt vzorkd.

V.5 Vysetieni jinych tkdni

Tato technika se miZe pouZit na jiné rybi tkdn¢, jako na jitra, slezinu a srdce, za podminky, Ze na desticku
je mozné ulozit dostate¢né mnozstvi endotelovych bungk, leukocytt a lymfocytd. Obarvovani je stejné pro
viechny tkdné, aviak u nékterych tkdni se doporucuje zfici se znaceni propidiumjodidem a upfednostnit
fazové osvétleni, aby se identifikovaly typy bunék ptitomnych ve vzorku.
HISTOLOGIE
Vzorky napusténé do parafinu se nakrdji na kousky o velikosti 5 pm a obarvi se za pouZiti hematoxylinu a eosinu.
Histologické zmény souvisejici s ISA jsou popsiny v novém vydani Diagnostické piirucky pro choroby vodnich
zivocicha OIE.

Akronymy a zkratky

c¢DNA Doplaujici deoxyribonukleové kyselina

CPE Cytopaticky efekt

DEPC Diethylpyrouhlicitan

dNTP dezoxinukleotid trifosfat

FITC Izothiokyanat fluoresceinu

IF Imunofluorescence

IFAT Nepfimy test na fluorescencni protildtku

OIE Mezindrodni tfad pro ndkazy zvifat (,Office international des epizooties)
IPN(V) Infekéni nekréza slinivky (virus)

ISA(V) Nakazlivd chudokrevnost lososti (virus)

PBS Slany tlumivy fosfitovy roztok

RNA Kyselina ribonukleova

RZ-(PCR) Obracend transkripce (polymerdzové fetézovd reakce)
SHK-1 Hlavni ledvinové buriky lososa

TCID;, Ddvka, kterd infikuje 50 % tkdnovych kultur



