
ΕΠΙΤΡΟΠΗ

ΑΠΟΦΑΣΗ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ

της 13ης Ιουνίου 2003
για τη θέσπιση κριτηρίων για τον καθορισµό ζωνών και την εντεταλµένη επιτήρηση µετά από υπόνοιες

για την ύπαρξη ή επιβεβαίωση της ύπαρξης λοιµώδους αναιµίας του σολοµού (ΛΑΣ)

[κοινοποιηθείσα υπό τον αριθµό Ε(2003) 1831]

(Κείµενο που παρουσιάζει ενδιαφέρον για τον ΕΟΧ)

(2003/466/ΕΚ)

Η ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΤΩΝ ΕΥΡΩΠΑΪΚΩΝ ΚΟΙΝΟΤΗΤΩΝ,

Έχοντας υπόψη:

τη συνθήκη για την ίδρυση της Ευρωπαϊκής Κοινότητας,

την οδηγία 91/67/ΕΟΚ του Συµβουλίου, της 28ης Ιανουαρίου
1991, σχετικά µε τους όρους υγειονοµικού ελέγχου που διέπουν
τη διάθεση στην αγορά ζώων και προϊόντων υδατοκαλλιέργειας (1),
όπως τροποποιήθηκε τελευταία από τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 806/
2003 (2), και ιδίως το άρθρο 15,

την οδηγία 93/53/ΕΟΚ του Συµβουλίου, της 24ης Ιουνίου 1993,
σχετικά µε τη θέσπιση στοιχειωδών κοινοτικών µέτρων για την κατα-
πολέµηση ορισµένων νόσων των ψαριών (3), όπως τροποποιήθηκε
τελευταία από την απόφαση 2001/288/EΚ της Επιτροπής (4), και
ιδίως το άρθρο 5 παράγραφος 2 και το άρθρο 6,

Εκτιµώντας τα ακόλουθα:

(1) Η οδηγία 93/53/ΕΟΚ ορίζει ότι δειγµατοληψίες και
εργαστηριακοί έλεγχοι για την ύπαρξη ασθενειών του κατα-
λόγου I και του καταλόγου II, που ορίζονται στο παράρ-
τηµα A της οδηγίας 91/67/ΕΟΚ, πρέπει να διενεργούνται µε
τη βοήθεια των µεθόδων που καθορίζονται σύµφωνα µε τις
διατάξεις του άρθρου 15 της οδηγίας 91/67/ΕΟΚ.

(2) Τα σχέδια δειγµατοληψίας και οι διαγνωστικές µέθοδοι για
την ανίχνευση και την επιβεβαίωση της ύπαρξης των περι-
λαµβανόµενων στον κατάλογο II ασθενειών των ψαριών
ιογενούς αιµορραγικής νέκρωσης (ΙΑΝ) και λοιµώδους αιµα-
τοποιητικής νέκρωσης (ΛΑN) ορίζονται µε την απόφαση
2001/183/EΚ της Επιτροπής (5).

(3) Σύµφωνα µε τις διατάξεις του άρθρου 5 παράγραφος 2 και
του άρθρου 6 της οδηγίας 93/53/ΕΟΚ, όλες οι εκµεταλλεύ-
σεις που βρίσκονται στην ίδια λεκάνη απορροής ή στην ίδια
παράκτια ζώνη όπου βρίσκεται κάποια εκµετάλλευση για την
οποία υπάρχουν υπόνοιες ή και βεβαιότητα ότι είναι
µολυσµένη µε τον ιό της λοιµώδους αναιµίας του σολοµού

(ΛΑΣ), πρέπει να τίθενται υπό επίσηµη επιτήρηση. Πρέπει να
θεσπίζονται τα κριτήρια καθορισµού ζωνών και εντεταλµένης
επιτήρησης.

(4) Για τον καθορισµό των σχεδίων δειγµατοληψίας και των
διαγνωστικών µεθόδων ανίχνευσης και επιβεβαίωσης της
ύπαρξης ΛΑΣ, όπως επίσης και για τη θέσπιση κριτηρίων
καθορισµού ζωνών και εντεταλµένης επιτήρησης µετά από
υπόνοιες ή µετά από επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ,
ζητήθηκε η γνώµη ειδηµόνων για την υγεία των ψαριών και
για τις εργαστηριακές πρακτικές. Επιπλέον, πρέπει να
ληφθούν υπόψη οι κατευθυντήριες γραµµές για την διά-
γνωση της ΛΑΣ οι οποίες παρατίθενται στην τρέχουσα
έκδοση του Diagnostic Manual for Aquatic Animal Disea-
ses (διαγνωστικό εγχειρίδιο για ασθένειες υδρόβιων ζώων),
του ∆ιεθνούς Γραφείου Επιζωοτιών (∆ΓΕ).

(5) Για την εφαρµογή των νέων αυτών απαιτήσειων πρέπει να
προβλεφθεί επαρκές χρονικό διάστηµα.

(6) Τα µέτρα που προβλέπονται στην παρούσα απόφαση είναι
σύµφωνα µε τη γνώµη της µόνιµης επιτροπής για την τρο-
φική αλυσίδα και την υγεία των ζώων,

ΕΞΕ∆ΩΣΕ ΤΗΝ ΠΑΡΟΥΣΑ ΑΠΟΦΑΣΗ:

Άρθρο 1

Τα σχέδια δειγµατοληψίας και οι διαγνωστικές µέθοδοι για την
ανίχνευση και την επιβεβαίωση της ύπαρξης λοιµώδους αναιµίας
του σολοµού (ΛΑΣ), καθώς και τα κριτήρια καθορισµού ζωνών και
εντεταλµένης επιτήρησης, µετά από υπόνοιες ή µετά από
βεβαιότητα ύπαρξης ΛΑΣ, καθορίζονται στο παράρτηµα της παρού-
σας απόφασης.

Άρθρο 2

Η παρούσα απόφαση εφαρµόζεται από τις 23 Οκτωβρίου 2003.
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Άρθρο 3

Η παρούσα απόφαση απευθύνεται στα κράτη µέλη.

Βρυξέλλες, 13 Ιουνίου 2003.

Για την Επιτροπή

David BYRNE

Μέλος της Επιτροπής
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

σχέδια δειγµατοληψίας και διαγνωστικές µέθοδοι για την ανίχνευση και την επιβεβαίωση της ύπαρξης λοιµώδους
αναιµίας του σολοµού (ΛΑΣ) και κριτήρια για τον καθορισµό ζωνών και την εντεταλµένη επιτήρηση µετά από υπο-

ψίες ή µετά από την επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ

ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΟΡΙΣΜΟΙ

Το παρόν παράρτηµα:

α) χαράσσει τις γενικές κατευθύνσεις και τις στοιχειώδεις απαιτήσεις για τα σχέδια δειγµατοληψίας και τις διαγνωστικές µεθό-
δους για την ανίχνευση και την επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ·

β) ενσωµατώνει τις διατάξεις και τους ορισµούς που καθορίζονται στις οδηγίες 91/67/ΕΟΚ και 93/53/ΕΟΚ·

γ) θεσπίζει διατάξεις για τη διενέργεια καταλλήλως της διάγνωσης, του ελέγχου και της παρακολούθησης της ΛΑΣ, σε περί-
πτωση που υπάρχουν υπόνοιες ή που επιβεβαιώνεται η ύπαρξη ΛΑΣ·

δ) απευθύνεται τόσο στις αρχές τις αρµόδιες για τον έλεγχο της ΛΑΣ, όσο και στο εργαστηριακό προσωπικό που εκτελεί τις
δοκιµασίες για την εν λόγω ασθένεια. ∆ίδεται έµφαση στις διαδικασίες δειγµατοληψίας, στις αρχές και στις εφαρµογές
εργαστηριακών δοκιµασιών, καθώς και στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων τους, όπως επίσης και στις λεπτοµερείς εργαστη-
ριακές τεχνικές. Ωστόσο, όταν είναι σκόπιµο, τα εργαστήρια δύνανται να επιφέρουν τροποποιήσεις στις δοκιµασίες που
περιγράφονται στο παρόν παράρτηµα ή να χρησιµοποιούν διαφορετικές δοκιµασίες, µε την προϋπόθεση ότι θα είναι δυνατόν
να αποδεικνύεται ανάλογος βαθµός ευαισθησίας και εξειδίκευσης. Επιπλέον, καθορίζονται κριτήρια για τον καθορισµό ζωνών
και για την εντεταλµένη επιτήρηση µετά από υπόνοιες ή την επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ.

Για την εφαρµογή του παρόντος παραρτήµατος ισχύουν οι ακόλουθοι πρόσθετοι ορισµοί:

Ως «λεκάνη απορροής» νοείται το σύνολο της λεκάνης απορροής, από τις πηγές των υδατορρευµάτων µέχρι τις εκβολές, ή
τµήµα λεκάνης απορροής, από την πηγή υδατορρεύµατος µέχρις ένα φυσικό ή τεχνητό φράγµα που εµποδίζει τη διέλευση των
ψαριών.

Ως «παράκτια ζώνη» νοείται τµήµα των παράκτιων ή θαλάσσιων υδάτων, ή λιµνοθάλασσα, µε συγκεκριµένη γεωγραφική
οριοθέτηση και που συνίσταται σε οµοιογενές υδροδυναµικό σύστηµα ή σειρά τέτοιων συστηµάτων.

Το µέρος I θεσπίζει τις γενικές αρχές και τα κριτήρια για τη διάγνωση και την επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ καθώς και κριτήρια
καθορισµού ζωνών και ληπτέα µέτρα εντεταλµένης επιτήρησης µετά από υποψίες ή επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ.

Το µέρος II ορίζει τους ελέγχους και τις δειγµατοληψίες που πρέπει να διενεργούνται για την ανίχνευση ΛΑΣ.

Το µέρος III καθορίζει τις µεθόδους που πρέπει να χρησιµοποιούνται για την ιολογική εξέταση.

Το µέρος IV περιγράφει τη διαδικασία εξέτασης δειγµάτων, µε RT-PCR, για την ανίχνευση ΛΑΣ.

Το µέρος V περιγράφει το πρωτόκολλο που πρέπει να χρησιµοποιείται για την εξέταση νεφρικών αποτυπωµάτων µε IFAT, όσον
αφορά τη ΛΑΣ.

Το µέρος VI περιγράφει την ιστολογική µεθοδολογία.

Το µέρος VII περιέχει τα ακρωνύµια και τις συντµήσεις που χρησιµοποιούνται.

I. Κριτήρια για τη διάγνωση ΛΑΣ και για τον καθορισµό ζωνών, τη θέσπιση ορισµένων µέτρων ελέγχου και την
εντεταλµένη επιτήρηση

I.1. Γενικές αρχές για τη διάγνωση ΛΑΣ

Το µέρος I.2 του παρόντος παραρτήµατος ορίζει τους λόγους που δηµιουργούν εύλογες υπόνοιες για τη µόλυνση
ψαριών από τον ιό ΛΑΣ. Τα κράτη µέλη εξασφαλίζουν ότι, όταν υπάρχουν υπόνοιες πως ψάρια κάποιας εκµετάλ-
λευσης έχουν προσβληθεί από τον ιό ΛΑΣ, για να επιβεβαιωθεί ή αποκλειστεί η ύπαρξη της νόσου διεξάγεται το
ταχύτερο δυνατόν εντεταλµένη έρευνα, στο πλαίσιο της οποίας διενεργούνται οι έλεγχοι και οι κλινικές εξετάσεις και
εφαρµόζονται οι µέθοδοι λήψεως και επιλογής των δειγµάτων και οι µέθοδοι εργαστηριακών εξετάσεων που προβλέ-
πονται στα µέρη III έως VI του παρόντος παραρτήµατος. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί αρµοδίως η ύπαρξη ΛΑΣ
πρέπει να πληρούται κάποια από τις τρεις δέσµες κριτηρίων που ορίζονται στο µέρος I.3 του παρόντος παραρτήµα-
τος.

I.2. Υπόνοιες µόλυνσης από ΛΑΣ

I.2.1. Θεωρείται ότι υπάρχουν υπόνοιες για την ύπαρξη ΛΑΣ εφόσον πληρούται τουλάχιστον ένα από τα ακόλουθα
κριτήρια:

α) ύπαρξη µεταθανάτιων ευρηµάτων που παραπέµπουν στην ύπαρξη ΛΑΣ, µε ή χωρίς κλινικές ενδείξεις της
νόσου. Τα µεταθανάτια ευρήµατα και οι κλινικές ενδείξεις της νόσου είναι αυτά(-ές) που ορίζονται στην
τρέχουσα έκδοση του διαγνωστικού εγχειριδίου για ασθένειες υδρόβιων ζώων, του ∆ιεθνούς Γραφείου Επι-
ζωοτιών (∆ΓΕ)·

β) αποµόνωση και ταυτοποίηση του ιού της ΛΑΣ σε κυτταροκαλλιέργεια από δείγµα που προέρχεται από
οιοδήποτε ψάρι της εκµετάλλευσης, όπως περιγράφεται στο µέρος III·
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γ) εύλογη απόδειξη της ύπαρξης του ιού ΛΑΣ από δύο ανεξάρτητες εργαστηριακές δοκιµασίες, όπως π.χ.
RT-PCR (µέρος IV) και IFAT (µέρος V)·

δ) µεταφορά ζωντανών ψαριών σε εκµετάλλευση όπου υπάρχουν βάσιµες υπόνοιες για ΛΑΣ κατά το χρόνο
της µεταφοράς·

ε) όταν έρευνα αποκαλύπτει άλλους σηµαντικούς επιδηµιολογικούς δεσµούς µε εκµεταλλεύσεις για τις
οποίες υπάρχουν υπόνοιες ή βεβαιότητα µόλυνσης από ΛΑΣ.

I.2.2. Οι υπόνοιες για ΛΑΣ µπορούν να θεωρηθούν αβάσιµες εάν από συνεχείς έρευνες που περιλαµβάνουν τουλάχι-
στον ένα κλινικό έλεγχο µηνιαίως, επί εξάµηνο, δεν προκύψει καµία περαιτέρω σηµαντική ένδειξη της παρου-
σίας ΛΑΣ.

I.3. Επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ

Η ύπαρξη ΛΑΣ θεωρείται ως επιβεβαιωµένη εφόσον πληρούνται τα κριτήρια των στοιχείων α), β) ή γ):

α) κλινικές ενδείξεις και µεταθανάτια ευρήµατα που συνάδουν µε την ύπαρξη ΛΑΣ, σύµφωνα µε τα όσα ορίζει η
τρέχουσα έκδοση του εγχειριδίου του ∆ΓΕ για τη διάγνωση ασθενειών των υδρόβιων ζώων, συµπεριλαµβανοµένων
των νεκρών ψαριών, των αδύναµων ψαριών, των ψαριών µε ασυνήθη συµπεριφορά, των ενδείξεων αναιµίας,
άλλων µεταθανάτιων ευρηµάτων και παθολογικών µεταβολών· ανίχνευση του ιού της ΛΑΣ µε µία ή περισσότερες
των ακολούθων µεθόδων:

i) αποµόνωση και ταυτοποίηση του ιού της ΛΑΣ σε κυτταρική καλλιέργεια τουλάχιστον ενός δείγµατος από
οιοδήποτε ψάρι της εκµετάλλευσης, σύµφωνα µε το µέρος III·

ii) ανίχνευση του ιού της ΛΑΣ µέσω της δοκιµασίας RT-PCR, µε τις µεθόδους που περιγράφονται στο µέρος
IV·

iii) ανίχνευση του ιού της ΛΑΣ στους ιστούς ή στα παρασκευάσµατα ιστού, µε τη βοήθεια ειδικών αντισωµάτων
κατά του ιού της ΛΑΣ (π.χ., δοκιµασία IFAT σε νεφρικά αποτυπώµατα, όπως περιγράφεται στο µέρος V)·

β) αποµόνωση και ταυτοποίηση του ιού της ΛΑΣ σε δύο δείγµατα προερχόµενα από ένα ή περισσότερα ψάρια της
εκµετάλλευσης που υφίστανται ξεχωριστούς ελέγχους σύµφωνα µε την µεθοδολογία που περιγράφεται στο µέρος
III·

γ) αποµόνωση και ταυτοποίηση του ιού της ΛΑΣ σε ένα τουλάχιστον δείγµα προερχόµενο από οιοδήποτε ψάρι της
εκµετάλλευσης, σύµφωνα µε τη µεθοδολογία που περιγράφεται στο µέρος III, µε επιβεβαίωση της ύπαρξης του
εν λόγω ιού στα παρασκευάσµατα ιστού από οιοδήποτε ψάρι της εκµετάλλευσης, µέσω της δοκιµασίας RT-PCR
(µέρος IV) ή της δοκιµασίας IFAT (µέρος V).

I.4. Κριτήρια για τον καθορισµό και την ανάκληση της θέσπισης ζωνών ελέγχου και εντεταλµένης επιτήρησης µετά
από υπόνοιες για την ύπαρξη ή µετά από επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ

I.4.1. Για τη θέσπιση προγράµµατος εντεταλµένης επιτήρησης µε βάση την επικινδυνότητα, τα κράτη µέλη προβαί-
νουν, κοντά σε εκµεταλλεύσεις των οποίων η µόλυνση από την ΛΑΣ αποτελεί αντικείµενο υπονοιών ή αποδεί-
ξεων αρµοδίως, στον καθορισµό κατάλληλων ζωνών ελέγχου και επιτήρησης.

I.4.2. Οι προς καθορισµό ζώνες προκρίνονται βάσει κατά περίπτωση ανάλυσης επικινδυνότητας για περαιτέρω εξάπ-
λωση της νόσου. Σύµφωνα µε την επιζωοτιολογική κατάσταση, η περί ής ο λόγος λεκάνη απορροής ή παράκ-
τια ζώνη:

— ορίζεται ως ζώνη ελέγχου, ή

— ενδέχεται, εφόσον πρόκειται για εκτεταµένη λεκάνη απορροής ή παράκτια ζώνη, να διαιρεθεί σε ζώνη
ελέγχου (ελεγχόµενη ζώνη) και σε ζώνη επιτήρησης (επιτηρούµενη ζώνη), εφόσον δεν τίθεται σε κίνδυνο η
αποτροπή της εξάπλωσης της ΛΑΣ.

Εξάλλου, είναι δυνατός ο καθορισµός συµπληρωµατικών ζωνών επιτήρησης, εκτός της λεκάνης απορροής ή
της παράκτιας ζώνης.

I.4.3. Οι κυριότεροι παράγοντες που πρέπει να συνεκτιµηθούν προκειµένου να καθοριστούν οι προαναφερθείσες
ζώνες είναι αυτοί που επηρεάζουν τους κινδύνους εξάπλωσης της νόσου στα εκτρεφόµενα ψάρια και στα
ψάρια που ζουν σε άγρια κατάσταση: ο αριθµός, η αναλογία και η κατανοµή των κρουσµάτων θανάτου
ψαριών στην εκµετάλλευση για την οποία υπάρχουν επίσηµες υπόνοιες ή για την οποία έχει επιβεβαιωθεί η
µόλυνση από τον ιό της ΛΑΣ, η αιτία θανάτου στη συγκεκριµένη εκµετάλλευση, η απόσταση από τις γειτο-
νικές εκµεταλλεύσεις και η πυκνότητα των τελευταίων, οι εφαπτόµενες εκµεταλλεύσεις, τα είδη που φιλοξενεί
η εκµετάλλευση, η διαχείριση που εφαρµόζεται στις µολυνθείσες και στις γειτονικές εκµεταλλεύσεις, οι υδρο-
δυναµικές συνθήκες και άλλοι παράγοντες µε επιδηµιολογική σηµασία, οι οποίοι έχουν εντοπιστεί στο πλαίσιο
της επιζωοτικής έρευνας που διενεργήθηκε σύµφωνα µε τις διατάξεις του άρθρου 5 παράγραφος 2 και του
άρθρου 8 της οδηγίας 93/53/ΕΟΚ.
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I.4.4. Για τον καθορισµό ζωνών εφαρµόζονται τα ακόλουθα στοιχειώδη κριτήρια:

I.4.4.1. Θεσπίζεται «ζώνη ελέγχου» (ελεγχόµενης ζώνη) από το κράτος µέλος που γειτνιάζει άµεσα µε
εκµετάλλευση της οποίας έχει επιβεβαιωθεί, η µόλυνση από τον ιό ΛΑΣ ως εξής:

— στις παράκτιες ζώνες: η ζώνη που περιέχεται σε κύκλο ακτίνας τουλάχιστον ίσης µε την από-
σταση µετακίνησης της παλίρροιας ή τουλάχιστον πέντε χιλιοµέτρων, µε κέντρο την εκµετάλ-
λευση της οποίας έχει επιβεβαιωθεί η µόλυνση από τον ιό ΛΑΣ, ή ισοδύναµη ζώνη που καθορίζε-
ται βάσει κατάλληλων υδροδυναµικών ή επιδηµιολογικών δεδοµένων, ή

— σε ζώνες της ενδοχώρας: όλη η λεκάνη απορροής της εκµετάλλευσης της οποίας έχει επιβε-
βαιωθεί η µόλυνση από τον ιό ΛΑΣ· στις εκτεταµένες λεκάνες απορροής, το κράτος µέλος δύνα-
ται να περιορίσει την επέκταση της ζώνης σε τµήµατα της λεκάνης απορροής, υπό τον όρο ότι
δεν τίθεται εν κινδύνω η αποτροπή της εξάπλωσης της ΛΑΣ.

I.4.4.2. Σε περίπτωση υπονοιών για την ύπαρξη ΛΑΣ, θεσπίζεται «προσωρινή ζώνη ελέγχου» βάσει των ίδιων
κριτηρίων µε αυτά της «ζώνης ελέγχου».

I.4.4.3. Με βάση τις ανάγκες, καθορίζεται από το κράτος µέλος «ζώνη επιτήρησης» (επιτηρούµενη ζώνη)
εκτός της ζώνης ελέγχου, στις περιοχές όπου κρίνεται επαρκής µια χαλαρότερη επιτήρηση· η ζώνη
επιτήρησης αντιστοιχεί:

— στις παράκτιες ζώνες: µε ζώνη η οποία, περιβάλλοντας τη ζώνη ελέγχου, επικαλύπτει τις ζώνες
µετακίνησης της παλίρροιας· ή µε ζώνη, η οποία περιβάλλει την ζώνη ελέγχου, και η οποία περιέ-
χεται σε κύκλο ακτίνας δέκα χιλιοµέτρων από το κέντρο της ζώνης ελέγχου· ή µε ισοδύναµη
ζώνη που έχει καθοριστεί βάσει κατάλληλων υδροδυναµικών ή επιδηµιολογικών δεδοµένων, ή

— σε ζώνες της ενδοχώρας: εφόσον είναι αναγκαίο, σε εκτεταµένη ζώνη εκτός της καθορισθείσας
ζώνης ελέγχου.

I.5. Ανάπαυση και ανάκληση του καθορισµού ζωνών

I.5.1. Η αρµόδια αρχή του κράτους µέλους εξασφαλίζει ότι όλες οι εκµεταλλεύσεις που βρίσκονται στην ζώνη ελέγ-
χου υποβάλλονται, για κατάλληλη χρονική περίοδο, σε ανάπαυση, αφού κενωθούν από τα ψάρια τους και,
εφόσον είναι αναγκαίο, απολυµανθούν. Η διάρκεια της περιόδου αναπαύσεως σε εκµεταλλεύσεις των οποίων
έχει επιβεβαιωθεί η µόλυνση από τον ιό της ΛΑΣ δεν µπορεί να είναι µικρότερη των έξι µηνών. Σε ό,τι αφορά
τις άλλες εκµεταλλεύσεις που βρίσκονται στις ζώνες ελέγχου, η εν λόγω περίοδος καθορίζεται από την αρµό-
δια αρχή, µετά από κατά περίπτωσιν εκτίµηση του ρίσκου. Όταν κενωθούν όλες οι εκµεταλλεύσεις στη ζώνη
ελέγχου, διενεργείται συγχρονισµένη ανάπαυση τουλάχιστον έξι εβδοµάδων.

Εξάλλου, η αρµόδια αρχή δύναται να αποφασίζει την ανάπαυση των εκµεταλλεύσεων στις καθορισµένες ζώνες
επιτήρησης.

I.5.2. ∆εν είναι δυνατή η ανάκληση της θέσπισης και η επανεισαγωγή πληθυσµών σε καθορισµένες ζώνες ελέγχου,
προτού όλες οι εκεί εκµεταλλεύσεις κενωθούν από τα ψάρια τους, ενδεχοµένως απολυµανθούν και τεθούν σε
ανάπαυση σύµφωνα µε τα όσα ορίζει το σηµείο I.5.1. Κατά την επανεισαγωγή πληθυσµών σε αυτές, οι ζώνες
ελέγχου µετατρέπονται σε ζώνες επιτήρησης, σύµφωνα µε τα όσα ορίζει το σηµείο I.4.4.3.

I.5.3. Οι καθορισµένες προσωρινές ζώνες ελέγχου δεν µπορούν να ανακληθούν προτού θεωρηθούν αβάσιµες οι υπό-
νοιες για µόλυνση από τον ιό ΛΑΣ, σύµφωνα µε τα όσα ορίζει το σηµείο I.2.2. Σε περίπτωση επιβεβαίωσης
της ύπαρξης ΛΑΣ, σύµφωνα µε τα όσα ορίζει το σηµείο I.3, η προσωρινή ζώνη ελέγχου µετατρέπεται σε ζώνη
ελέγχου.

I.5.4. Οι καθορισµένες ζώνες επιτήρησης δεν επιδέχονται ανακλήσεως παρά µόνο δύο έτη µετά την ανάκληση της
ζώνης ελέγχου.

I.6. Εντεταλµένη επιτήρηση µετά από υπόνοιες για την ύπαρξη ή από επιβεβαίωση της ύπαρξης ΛΑΣ

I.6.1. Κατ' αναφορά στο άρθρο 5 παράγραφος 2 και στο άρθρο 6 της οδηγίας 93/53/ΕΟΚ και προκειµένου να
καθοριστεί η κατανοµή και η εξέλιξη της νόσου µετά από υπόνοιες για την ύπαρξη ή µετά από επιβεβαίωση
της ύπαρξης ΛΑΣ σε κάποια εκµετάλλευση, πρέπει να εκτελείται επίσηµο πρόγραµµα επιτήρησης βάσει του
ρίσκου, από την αρµόδια αρχή ή από τις αρµόδιες για τις ιχθυοκαλλιέργειες υγειονοµικές αρχές, κατόπιν
συνεννοήσεως µε την αρµόδια αρχή και υπό τον έλεγχό της, σε όλες τις εκµεταλλεύσεις που βρίσκονται στις
καθορισµένες ζώνες.

I.6.2. Για τους σκοπούς της εφαρµογής ενός τέτοιου προγράµµατος εντεταλµένης επιτήρησης, η αρµόδια αρχή
οφείλει, εν ανάγκη µε επιτόπια επιθεώρηση, να εντοπίσει όλες τις εκµεταλλεύσεις στις καθορισµένες ζώνες και
να προχωρήσει σε επίσηµη απογραφή όλων των ειδών, κατηγοριών και ποσοτήτων ψαριών που εκτρέφονται
στις εκµεταλλεύσεις, συµπεριλαµβανοµένων των ποσοστών θνησιµότητας.

25.6.2003 L 156/65Επίσηµη Εφηµερίδα της Ευρωπαϊκής ΈνωσηςEL



I.6.3. Μετά την αρχική εντεταλµένη απογραφή, οι εκµεταλλεύσεις που βρίσκονται στις καθορισµένες προσωρινές
ζώνες ελέγχου που εκτρέφουν σολωµό του Ατλαντικού (Salmo salar), ή οιοδήποτε άλλο είδος το οποίο η
τελευταία έκδοση του υγειονοµικού κώδικα για τα υδρόβια ζώα (Aquatic Animal Health Code) του ∆ΓΕ
θεωρεί ως υποκείµενο σε µόλυνση από ΛΑΣ ή ως δυνητικό φορέα ΛΑΣ, οφείλουν να υποβάλλουν, ανά
δεκατέσσερις ηµέρες, αναφορές στην αρµόδια αρχή για τα κρούσµατα θανάτου. Η αύξηση της θνησιµότητας
πρέπει να αναφέρεται ανά ηµέρα και ανά δικτυοκλωβό. Η αρµόδια αρχή διερευνά κάθε σηµαντικά ηυξηµένη
θνησιµότητα σε κάποια εκµετάλλευση.

Εάν επιβεβαιωθούν οι υπόνοιες, όλες οι εκµεταλλεύσεις στην καθορισµένη ζώνη ελέγχου κοινοποιούν κάθε
εβδοµάδα τα στοιχεία τα σχετικά µε την θνησιµότητα στην αρµόδια αρχή, ανά δικτυοκλωβό και ανά ηµέρα.

Οι εκµεταλλεύσεις στις ζώνες επιτήρησης κοινοποιούν στην αρµόδια αρχή τα σχετικά µε την θνησιµότητα
στοιχεία κάθε δεκατέσσερις ηµέρες.

Επιπλέον, διενεργούνται τακτικές επιθεωρήσεις καθ' όλη τη διάρκεια του έτους στις καθορισµένες ζώνες, µε
τη συχνότητα που ορίζεται στον πίνακα 1. Ωστόσο, όταν οι κλιµατικές συνθήκες καθιστούν αδύνατες τις εν
λόγω επιθεωρήσεις για τµήµα του έτους, τα κράτη µέλη δύνανται να καθορίζουν άλλες συχνότητες επιθεωρή-
σεων, στο σχέδιο αντιµετώπισης έκτακτων περιστάσεων.

Πίνακας 1

Πρόγραµµα εντεταλµένης επ ιτήρησης

Θέση των εκµεταλλεύσεων
Ελάχιστο πλήθος επιθεωρήσεων ετη-

σίως

Ελάχιστο πλήθος επιθεωρήσεων ετη-
σίως µετά την ανάκληση της ζώνης

ελέγχου

Ζώνη ελέγχου 12

Ζώνη επιτήρησης 6 6

Προσωρινή ζώνη ελέγχου 6

Το πρόγραµµα επιτήρησης εκτελείται µέχρι ότου ανακληθεί ο καθορισµός των ζωνών.

I.6.4. Οι επιθεωρήσεις, καθώς και η επιλογή, η λήψη, η προετοιµασία και η αποστολή των δειγµάτων, πραγµατο-
ποιούνται όπως προβλέπεται στα σηµεία II.1 έως II.4. Η εξέταση των δειγµάτων διενεργείται σύµφωνα µε τα
όσα ορίζουν τα µέρη III έως VI.

II. Επιθεώρηση και δειγµατοληψία

II.1. Επιθεώρηση, επιλογή και δειγµατοληψία σε εκµετάλλευση για την οποία υπάρχουν υπόνοιες παρουσίας ΛΑΣ

II.1.1. Κατά τις τακτικές επιθεωρήσεις που διενεργούνται στο πλαίσιο του προγράµµατος εντεταλµένης επιτήρησης
που περιγράφεται στο σηµείο I.6, καθώς και στις εκµεταλλεύσεις για τις οποίες υπάρχουν υπόνοιες µόλυνσης
από ΛΑΣ, όλος ο εξοπλισµός της εκµετάλλευσης (δικτυοκλωβοί, δεξαµενές ή τεχνητές λίµνες) υφίσταται επι-
θεώρηση µε σκοπό τη διαπίστωση της ύπαρξης νεκρών, αδύναµων ή µε αφύσικη συµπεριφορά ψαριών. Στο
µέτρο του δυνατού, τα προσφάτως αποβιώσαντα (µη αποσυντεθέντα), αδύναµα ή µε αφύσικη συµπεριφορά
ψάρια, εξετάζονται για την ανίχνευση κλινικών συµπτωµάτων ή µεταθανάτιων ευρηµάτων ΛΑΣ, όπως
περιγράφεται στην τρέχουσα έκδοση του εγχειριδίου του ∆ΓΕ για τη διάγνωση των ασθενειών των υδρόβιων
ζώων.

II.1.2. Εάν παρατηρηθούν πρόσφατες κλινικές ενδείξεις για την ύπαρξη ΛΑΣ, ή εάν κάποιος επιθεωρητής ή κτηνία-
τρος έχει λόγους να υποψιάζεται την µόλυνση ψαριών, διενεργείται δειγµατοληψία τουλάχιστον δέκα
ψαριών. Ει δυνατόν, το δείγµα αποτελείται από προσφάτως αποβιώσαντα, αδύναµα ή µε αφύσικη συµπερι-
φορά ψάρια. Εάν δεν επαρκούν τα ψάρια που παρουσιάζουν κλινικά συµπτώµατα, το δείγµα συµπληρώνεται
µε υγιή ψάρια από τους δικτυοκλωβούς, τις δεξαµενές ή τις τεχνητές λίµνες που παρουσιάζουν τον υψηλό-
τερο βαθµό θνησιµότητας ή τον µεγαλύτερο αριθµό ψαριών µε κλινικά συµπτώµατα της ασθένειας.

II.1.3. Εάν παρατηρηθούν προσφάτως αποβιώσαντα, αδύναµα η µε αφύσικη συµπεριφορά ψάρια, ενώ όµως τα κλι-
νικά συµπτώµατα και τα µεταθανάτια ευρήµατα δεν συνάδουν µε την ύπαρξη ΛΑΣ, η δειγµατοληψία δεν
είναι υποχρεωτική, αν και τα αναγκαία για µια διαφορική διάγνωση δείγµατα µπορούν να ληφθούν όπως επι-
θυµεί ο επιθεωρητής ή ο κτηνίατρος.
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II.1.4. Σε περίπτωση κατά την οποία ψάρια µη εκτρεφόµενα γεννούν υποψίες για µόλυνση από ΛΑΣ, τα κράτη µέλη
µεριµνούν ώστε να λαµβάνονται κατάλληλα δείγµατα, τα οποία και εξετάζονται µε τις κατάλληλες κλινικές
και εργαστηριακές µεθόδους, όπως ορίζεται στα µέρη II και III έως VI, προκειµένου να αποκλειστεί ή να επι-
βεβαιωθεί η ύπαρξη ΛΑΣ και να κριθεί κατά πόσον η εµφάνιση της νόσου συνιστά σηµαντική απειλή για τα
εκτρεφόµενα ψάρια.

II.2. Προετοιµασία δειγµάτων από ψάρια

II.2.1. Τα δείγµατα που προορίζονται για ιστολογική εξέταση λαµβάνονται κατ' αποκλειστικότητα από προσφάτως
θανατωθέντα ψάρια µε κλινικά συµπτώµατα ή µεταθανάτια ευρήµατα που συνάδουν µε την ύπαρξη της
νόσου. Λαµβάνεται δείγµα από τις τυχόν εξωτερικές ή εσωτερικές αλλοιώσεις και, οπωσδήποτε, αφαιρούνται
δείγµατα από το ήπαρ, το µεσόνεφρο, την καρδιά και το σπλήνα από κάθε ψάρι, µε τη βοήθεια νυστεριού,
και µεταφέρονται σε φυσιολογικό ορρό µε ρυθµιστικό διάλυµα φορµόλης. Η αναλογία µονιµοποιητικού
παράγοντα/ιστού πρέπει να είναι τουλάχιστον 20:1, ούτως ώστε να εξασφαλίζεται η ικανοποιητική διατήρηση
των ιστών.

II.2.2. Οι ιστοί για ιολογική εξέταση λαµβάνονται από όλα τα επιλεγέντα ψάρια. Λαµβάνονται δείγµατα εις διπλούν
για λόγους επαλήθευσης. Τα τεµάχια ήπατος, πρόνεφρου, καρδιάς και σπλήνα αφαιρούνται από το ψάρι µε
τη βοήθεια στείρου εργαλείου και µεταφέρονται σε πλαστικούς σωλήνες που περιέχουν 9 ml διαλύµατος
µεταφοράς, δηλαδή υλικού κυτταροκαλλιέργειας µε αντιβιωτικά. Ενδείκνυται συνδυασµός 12,5 µg ml-1
φουγκιζόνης, 200 IU ml-1 πολυµιξίνης B και 200 µg ml-1 καναµυκίνης, πλην όµως µπορούν να χρησιµο-
ποιηθούν και άλλοι συνδυασµοί αποδεδειγµένης αποτελεσµατικότητας. Οι ιστοί πέντε, κατ' ανώτατο όριο,
ψαριών, µπορούν να συγκεντρωθούν σ' έναν σωλήνα που περιέχει το διάλυµα µεταφοράς, και να αποτελέ-
σουν ένα ενοποιηµένο δείγµα. Το βάρος του ιστού σε ένα δείγµα πρέπει να είναι 1,0 ± 0,5 g.

II.2.3. Τα νεφρικά αποτυπώµατα για την εξέταση IFAT (ανοσοφθορισµός των τίτλων αντισωµάτων) λαµβάνονται
από προσφάτως θανατωθέντα ψάρια, δηλαδή εντός δύο ωρών από του θανάτου. Αφαιρείται από το ψάρι
τεµάχιο µεσόνεφρου, µε τη βοήθεια στείρων εργαλείων. Ο ιστός στυπώνεται σε απορροφητικό χαρτί ώστε να
αποµακρυνθεί το πλεονάζον αίµα, στη συνέχεια δε πιέζεται επανειληµµένα επί υαλίνου πλακιδίου επικεχρισµέ-
νου µε πολυ-L-λυσίνη. Οι µεµονωµένες αποτυπώσεις πραγµατοποιούνται η µία δίπλα στην άλλη, χωρίς να
αλληλεπικαλύπτονται, ούτως ώστε να δηµιουργούν ένα συνεχές µονό στρώµα κυττάρων. Το αίµα και το
ιστικό υγρό δεν αποτελούν το κατάλληλο υλικό για την δοκιµασία αυτή. Πρέπει να αποφεύγεται το «στράγγι-
σµα» του ηπατικού δείγµατος στο απορροφητικό χαρτί, δεδοµένου ότι κάτι τέτοιο µπορεί να οδηγήσει σε
αιµατική θρόµβωση, µε αποτέλεσµα την εναπόθεση µεγάλων ποσοτήτων πρωτεϊνών του ορρού στο πλακίδιο
της δοκιµασίας. Τα αποτυπώµατα ξηραίνονται δι' αέρος και στη συνέχεια διατηρούνται ψυχρά και ξηρά, εφό-
σον δεν επιβάλλεται να µονιµοποιηθούν άµεσα. Η µονιµοποίηση των αποτυπωµάτων λαµβάνει χώρα εντός 72
ωρών από τη λήψη του δείγµατος του ψαριού. Ως εναλλακτική επιλογή, ψύχονται τα αποτυπώµατα µετά
από δι' αέρος ξήρανση και αποθηκεύονται για διάστηµα 1 µηνός κατά µέγιστο όριο, σε – 20 °C, πριν από τη
µονιµοποίηση.

II.2.4. Ψάρια µε συµπτώµατα αναιµίας αναισθητοποιούνται µε κτύπηµα και λαµβάνονται αµέσως αιµατικά δείγµατα
σε ηπαρινούχο φιαλίδιο, για αιµατολογικές εξετάσεις, όπως, π.χ., για τη µέτρηση του αιµατοκρίτη.

II.2.5. Ιστός για ανάλυση RT-PCR (ανάστροφη µεταγραφάση — αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης) λαµβάνε-
ται από όλα τα ψάρια που απετέλεσαν το αντικείµενο δειγµατοληψίας. Αφαιρείται τεµάχιο πρόνεφρου ή
µεσόνεφρου από το ψάρι, µε την βοήθεια στείρου εργαλείου, και µεταφέρεται σε σωληνάριο Eppendorf που
περιέχει 1 ml συντηρητικού του RNA διαλύµατος, αποδεδειγµένης αποδοτικότητας. Ιστός από πέντε, κατά
µέγιστο όριο, ψάρια, συλλέγεται σε σωλήνα που περιέχει συντηρητικό υγρό και αποτελεί ένα ενοποιηµένο
δείγµα. Το βάρος του ιστού σε ένα δείγµα είναι περίπου 0,5 g. Όταν το µέγεθος των ψαριών είναι τόσο
µικρό ώστε να µην επιτρέπει τη λήψη δείγµατος µε το απαιτούµενο βάρος, είναι δυνατόν να ληφθούν τεµάχια
νεφρού, καρδιάς, σπλήνας ή πυλωρικά τυφλά, µε την ως άνω σειρά προτιµήσεως, ούτως ώστε να φθάσουµε
στα 0,5 g.

II.3. Αποστολή δειγµάτων ψαριών

II.3.1. Τα αιµατικά δείγµατα και οι σωλήνες που περιέχουν ιστούς ψαριών για ιολογική εξέταση ή ανάλυση RT-
PCR (ανάστροφη µεταγραφάση — αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης) τοποθετούνται σε µονωµένους
περιέκτες (π.χ., κιβώτια πολυστυρολίου µε παχειά τοιχώµατα), µε αρκετές παγοκολώνες, ούτως ώστε να εξα-
σφαλίζεται η ψύξη των δειγµάτων κατά την µεταφορά στο εργαστήριο. Αποφεύγεται η κατάψυξη, ενώ κατά
την παραλαβή πρέπει να υπάρχει ακόµη άλιωτος πάγος στο κιβώτιο της µεταφοράς, ή µία ή περισσότερες
παγοκολώνες πρέπει να είναι ακόµη εν όλω ή εν µέρει παγωµένες. Υπό εξαιρετικές περιστάσεις, δείγµατα RT-
PCR και δείγµατα για ιολογική εξέταση υφίστανται στιγµιαία κατάψυξη και µεταφέρονται στο εργαστήριο
υπό θερµοκρασία µικρότερη ή ίση των – 20 °C.

II.3.2. Τα πλακίδια που προορίζονται για IFAT (ανοσοφθορισµός των τίτλων αντισωµάτων) αποστέλλονται σε πλακι-
διοθήκες µε επαρκές ξηραντικό µέσο ώστε να διατηρηθούν τα πλακίδια ξηρά και ψυχρά, όπως περιγράφεται
ανωτέρω.

II.3.3. Σε περίπτωση µεταφοράς ιστών ψαριών σε µονιµοποιητικό µέσο για ιστολογική εξέταση, αυτοί αποστέλλο-
νται σε στεγανούς σωλήνες εντός ανθεκτικών στα κτυπήµατα περιεκτών, όπως, π.χ., είναι τα κιβώτια πολυστυ-
ρολίου µε παχειά τοιχώµατα.
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II.3.4. Εκτός εάν δείγµατα έχουν υποστεί ψύξη, η ιολογική εξέταση αρχίζει το συντοµώτερο δυνατόν και οπωσδή-
ποτε εντός 72 ωρών από την λήψη των δειγµάτων. Τα δείγµατα για την επιβεβαιωτική ανάλυση αποθηκεύο-
νται σε θερµοκρασία µικρότερη ή ίση των – 20 °C, µόλις αφιχθούν στο εργαστήριο.

II.3.5. Είναι δυνατή η µεταφορά ολόκληρων ψαριών στο εργαστήριο, εφόσον πληρούνται οι θερµοκρασιακές απαι-
τήσεις κατά την µεταφορά, όπως περιγράφεται στο σηµείο II.3.1. Τα ολόκληρα ψάρια τυλίγονται σε απορ-
ροφητικό χαρτί και µεταφέρονται σε πλαστική σακκούλα, υπό ψύξη, όπως περιγράφεται ανωτέρω.

II.3.6. Είναι δυνατή η αποστολή ζωντανών ψαριών, µόνον όµως υπό την εποπτεία της εντεταλµένης υπηρεσίας.

II.3.7. Για ανάλυση RT-PCR (ανάστροφη µεταγραφάση — αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης) ιστών που
διατηρούνται σε RNAlater, η λήψη του RNA πραγµατοποιείται εντός ορισµένων χρονικών ορίων, σε ό,τι
αφορά τα δείγµατα που αποθηκεύονται σε διάφορες θερµοκρασίες. Οι χρόνοι αυτοί είναι οι ακόλουθοι:

— 37 °C µία ηµέρα,

— 25| °C µία εβδοµάδα,

— 4 °C ένας µήνας,

— – 20 °C επ' αόριστον.

II.3.8. Όλες οι εργασίες συσκευασίας και σήµανσης διενεργούνται σύµφωνα µε τους ισχύοντες εθνικούς και διεθνείς
κανόνες περί µεταφοράς, ανάλογα µε την περίπτωση.

II.4. Συλλογή συµπληρωµατικού διαγνωστικού υλικού

Με τη σύµφωνη γνώµη του διαγνωστικού εργαστηρίου, µπορούν να ληφθούν και άλλοι ιστοί ψαριών και να υπο-
στούν προπαρασκευή για συµπληρωµατική εξέταση.

III. Ιολογική εξέταση

III.1. Προπαρασκευή δειγµάτων

III.1.1. Εάν προκύψουν πρακτικές δυσκολίες που καθιστούν αδύνατο τον ενοφθαλµισµό κυττάρων εντός 72 ωρών
από την λήψη των δειγµάτων ιστού, γίνεται δεκτή η ψύξη του ιστού σε – 80 °C για διάστηµα 28 ηµερών
κατά µέγιστο όριο. Το δείγµα ψύχεται και αποψύχεται µόνον µία φορά πριν από την εξέταση.

III.1.2. Κάθε δείγµα (συγκέντρωση ιστού στο διάλυµα µεταφοράς) οµογενοποιείται πλήρως µε τη βοήθεια περιστα-
λτικού οµογενοποιητή, αναµείκτη, ή ιγδίου, φυγοκεντρείται σε 2 000 έως 4 000 × g επί 15 λεπτά σε 0 έως
– 6 °C και η υπερκείµενη στιβάδα διηθείται (0,45 µm) και επωάζεται µε ίσο όγκο καταλλήλως αραιωθείσης
οµάδας αντιορρών στους ιθαγενείς ορρότυπους του IPNV. Ο τίτλος του αντιορρού πρέπει να είναι τουλάχι-
στον 1:2000 σε δοκιµασία εξουδετέρωσης πλακών 50 %. Το µείγµα επωάζεται επί µία ώρα στους 15 °C.
Αυτό αντιπροσωπεύει το ενοφθάλµισµα.

Η επεξεργασία όλων των ενοφθαλµισµάτων µε τον αντιορρό στον ιό IPN (λοιµώδης νεκρωτική παγκρεατίτις:
ιός ο οποίος, σε ορισµένα µέρη της Ευρώπης, εµφανίζεται στο 50 % των δειγµάτων ψαριών) αποβλέπει στην
αποτροπή της εµφάνισης ιογενούς (από IPN) CPE σε ενοφθαλµίσµατα κυτταρικών καλλιεργειών. Αυτό µειώ-
νει την διάρκεια των ιολογικών εξετάσεων, καθώς και τον αριθµό των περιπτώσεων όπου η παρουσία CPE θα
έπρεπε να θεωρηθεί ως δυνητική ένδειξη παρουσίας του ιού της ΛΑΣ.

Όταν τα δείγµατα προέρχονται από µονάδες παραγωγής που θεωρούνται ως µη προσβληθείσες από IPN,
είναι δυνατόν να παραλειφθεί η επεξεργασία των ενοφθαλµισµάτων µε τον αντιορρό στον ιό IPN.

III.2. Ενοφθαλµισµός κυτταρικών καλλιεργειών

III.2.1. Τα κύτταρα SHK-1 (pass 80 ή µικρότερο) ή τα λευκοκύτταρα προνεφρού του σολοµού του Ατλαντικού
τρέφονται µε θρεπτικό υλικό L-15 που περιέχει 5 % βόειο εµβρυακό ορρό, 2 % (v/v) 200 mM L-γλου-
ταµίνη, και 0,08 % (v/v) 50 mM 2-µερκαπτοαιθανόλη σε 12 ή 24 τριβλία µε κοιλώµατα. Είναι δυνατόν να
χρησιµοποιηθούν άλλες κυτταρικές σειρές αποδεδειγµένης αποτελεσµατικότητας και ευαισθησίας για την
αποµόνωση του ιού της ΛΑΣ (ΛΑΣV), συνεκτιµώντας την στελεχική διακύµανση και την ικανότητα των δια-
φόρων στελεχών να αντιγράφονται σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές. Το εναιώρηµα που έχει υποστεί επε-
ξεργασία από τον οργανικό αντιορρό ενοφθαλµίζεται σε νέες, ενεργά αναπτυσσόµενες, κυτταροκαλλιέργειες,
ούτως ώστε να φθάσουµε σε τελική αραίωση ιστικού υλικού προς το θρεπτικό υλικό της τάξεως του
1:1000. Για κάθε οργανικό εναιώρηµα προστίθενται 40 µl ενοφθαλµίσµατος σε κοίλωµα που περιέχει 2 ml
θρεπτικού υλικού. Προκειµένου να ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος διασταυρούµενης µόλυνσης, συνιστάται η
χρήση 12 ή 24 χωριστών τριβλίων για δείγµατα από διάφορες ιχθυοεκµεταλλεύσεις.
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III.2.2. Ένα τριβλίο παραµένει χωρίς ενοφθαλµισµό ούτως ώστε να χρησιµεύσει ως αρνητικός µάρτυρας. Ενοφθαλµί-
ζεται χωριστό τριβλίο µε αποµονωµένο ΛΑΣV αναφοράς, ως θετικός µάρτυρας, ως ακολούθως: 100 µl
µητρικού παρασκευάσµατος ΛΑΣV (ελάχιστος τίτλος 107 TCID50 ml-1) ενοφθαλµίζεται στην πρώτη κοι-
λότητα και αναµειγνύεται καλώς. Ποσότητα του εν λόγω υλικού µεταφέρεται από το πρώτο στο δεύτερο
κοίλωµα µέχρις αραιώσεως 1:10 και αναµειγνύονται καλώς. Αυτό επαναλαµβάνεται σε ολόκληρο το τριβλίο
προκειµένου να ληφθούν αραιώσεις 1:10. Ο ιός της ΛΑΣ (ΛΑΣV) µπορεί να αποθηκευθεί σε – 80 °C επί
δύο τουλάχιστον έτη, πλην όµως αφ'ής στιγµής αποψυχθεί, πρέπει να χρησιµοποιηθεί εντός τριών ηµερών.
Ας σηµειωθεί ότι πρέπει να ληφθούν µέτρα ώστε να αποφευχθεί διασταυρούµενη µόλυνση τριβλίων της δοκι-
µασίας µε το υλικό του θετικού µάρτυρα. Για να αποτραπεί ο κίνδυνος αυτός, οι θετικοί µάρτυρες συγκρο-
τούνται και υφίστανται επεξεργασία χωριστά από τα τριβλία της δοκιµασίας.

III.2.3. Τα δείγµατα επωάζονται σε 14 ± 2 °C για διάστηµα µικρότερο ή ίσο των δεκαπέντε ηµερών.

III.3. Μικροσκοπική εξέταση

Με τη βοήθεια µικροσκοπίου, οι κυτταρικές καλλιέργειες εξετάζονται δύο φορές για CPE, µεταξύ της 5ης και της
7ης, καθώς και µεταξύ της 12ης και 14ης ηµέρας από τον ενοφθαλµισµό. Σε περίπτωση που κάποια οµάδα δείξει
CPE, αρχίζουν αµέσως οι διαδικασίες ταυτοποίησης ιού (III.6). Σε περίπτωση που δεν διαπιστωθεί CPE µέχρι και την
14η ηµέρα, διενεργείται αιµοπροσρόφηση.

III.4. Αιµοπροσρόφηση

Η αναπαραγωγή του ιού της ΛΑΣ (ΛΑΣV) σε κυτταρικές καλλιέργειες δεν καταλήγει πάντοτε σε CPE. Ως εκ τούτου,
κάθε κοίλωµα υποβάλλεται σε δοκιµασία αιµοπροσρόφησης, όπως περιγράφεται κατωτέρω, ή, εναλλακτικά, κάθε
κοίλωµα υποβάλλεται σε δοκιµασία ανοσοφθορισµού (IF), όπως περιγράφεται στο σηµείο III.6.1.

III.4.1. Αφαιρείται το θρεπτικό µέσο των κυτταροκαλλιεργειών από κάθε κοίλωµα, συµπεριλαµβανοµένων των
θετικών και αρνητικών µαρτύρων, και τοποθετείται σε επισηµασµένους στείρους σωλήνες. Σε κάθε κοίλωµα
προστίθενται 500 µl εναιωρήµατος 0,2 % (v/v) εκπλυµένων ερυθρών αιµοσφαιρίων κουνελιού ή αλόγου, ή
εναιώρηµα 0,05 % (v/v) εκπλυµένων ερυθρών αιµοσφαιρίων ιριδίζουσας πέστροφας ή σολοµού του Ατλα-
ντικού και ακολουθεί επώαση στην θερµοκρασία περιβάλλοντος επί 45 λεπτά. Αποµακρύνονται τα ερυθρά
αιµοσφαίρια και κάθε κοίλωµα εκπλύνεται δύο φορές µε µέσο L-15. Εξετάζεται κάθε κοίλωµα µε την
βοήθεια µικροσκοπίου.

III.4.2. Η παρουσία συµπλέγµατος ερυθρών αιµοσφαιρίων προσκολληµένων στην επιφάνεια κυττάρων SHK-1 ή λευ-
κοκυττάρων TO συνιστά ένδειξη λοίµωξης µε ορθοµυξοϊό. Εάν η δοκιµασία αιµοπροσρόφησης είναι θετική,
διενεργείται πάραυτα δοκιµασία ταυτοποίησης ιού (III.6).

III.5. Υποκαλλιέργεια (passage)

III.5.1. ∆ιενεργείται υποκαλλιέργεια µεταξύ της 13ης και της 15ης ηµέρας. Προστίθενται 225 µl της υπερκείµενης
στιβάδας της καλλιέργειας σε κοιλώµατα που περιέχουν νωπά, ενεργώς αυξανόµενα κύτταρα SHK-1 σε
τριβλία των δώδεκα κοιλωµάτων και ακολουθεί επώαση σε 14 ± 2 °C επί 18 ηµέρες κατά µέγιστο όριο.
Εξετάζονται δύο φορές οι κυτταροκαλλιέργειες µε τη βοήθεια µικροσκοπίου για CPE, µία φορά µεταξύ της
5ης και 7ης ηµέρας και µία µεταξύ της 14ης και 18ης ηµέρας από τον ενοφθαλµισµό. Εάν κάποια οµάδα
δείξει CPE, αρχίζουν αµέσως διαδικασίες ταυτοποίησης ιού (III.6). Εάν δεν παρατηρηθεί CPE µεταξύ 14ης
και 18ης ηµέρας, διενεργείται δοκιµασία αιµοπροσρόφησης (III.4).

III.5.2. Σε περίπτωση που εµφανιστεί κυτταροτοξικότητα εντός των πρώτων επτά ηµερών της επώασης, διενεργείται
υποκαλλιέργεια στο στάδιο εκείνο, και τα κύτταρα πρέπει να επωαστούν επί 14 έως 18 ηµέρες και να υπο-
στούν εκ νέου υποκαλλιέργεια µε περαιτέρω επώαση 14 έως 18 ηµερών. Εάν η κυτταροτοξικότητα εµφανι-
στεί µετά από επτά ηµέρες, διενεργείται µια υποκαλλιέργεια και τα κύτταρα επωάζονται, ούτως ώστε να επι-
τευχθεί συνολική επώαση 28 έως 36 ηµερών από τον πρωτοβάθµιο ενοφθαλµισµό.

III.5.3. Σε περίπτωση που εκδηλωθεί βακτηριακή µόλυνση στην αρχική καλλιέργεια, οργανώνεται εκ νέου η δοκι-
µασία µε τους αποθηκευµένους σε θερµοκρασία – 80 °C οµογενοποιηµένους ιστούς. Πριν από τον ενοφθα-
λµισµό, φυγοκεντρούνται οι οµογενοποιηµένοι ιστοί σε 4 000 × g επί 30 λεπτά σε θερµοκρασία 0-6 °C, η
δε υπερκείµενη στιβάδα διηθείται σε 0,22 µm. Εάν εκδηλωθεί βακτηριακή µόλυνση στο στάδιο της υποκαλ-
λιέργειας, η υπερκείµενη στιβάδα διηθείται σε 0,22 µm, ενοφθαλµίζεται σε νωπά κύτταρα και επωάζεται για
ένα περαιτέρω διάστηµα 14 έως 18 ηµερών.
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III.6. ∆οκιµασίες ταυτοποίησης ιού

Εάν, σε οιοδήποτε στάδιο, παρατηρηθούν ενδείξεις CPE, ή εάν κάποια δοκιµασία αιµοπροσρόφησης αποβεί θετική,
διενεργείται ταυτοποίηση. Οι µέθοδοι επιλογής για την ταυτοποίηση του ΛΑΣV είναι οι IF (III.6.1) και RT-PCR
(µέρος IV). Εάν θεωρείται ενδεχόµενη η παρουσία άλλων ιών, συνιστάται η διενέργεια συµπληρωµατικών δοκιµασιών
ταυτοποίησης ιού. Εάν οι δοκιµασίες αυτές δεν επιτρέψουν την τελεσίδικη ταυτοποίηση του ιού εντός εβδοµάδος, η
υπερκείµενη στιβάδα µεταφέρεται για άµεση ταυτοποίηση σε εθνικό εργαστήριο αναφοράς ή σε εργαστήριο ανα-
φοράς της ΕΕ, το οποίο ασχολείται µε τις νόσους των ψαριών.

III.6.1. ∆οκιµασία ανοσοφθορισµού ( IF )

III.6.1.1. Κύτταρα SHK-1 (pass 80 ή µικρότερο) ή κύτταρα TO καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό L-15 το
οποίο περιέχει 5 % εµβρυακό βόειο ορρό, 2 % (v/v) 200 mM L-γλουταµίνη, και 0,08 % (v/v)
50 mM 2-µερκαπτοαιθανόλη σε τριβλία 24 ή 96 κοιλωµάτων και χρησιµοποιούνται µε συµβολή
µεγαλύτερη του 50 %. Μπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν άλλες κυτταρικές σειρές ή θρεπτικό
υλικό, αποδεδειγµένης αποτελεσµατικότητας. Σε καθένα από τα δύο κοιλώµατα προστίθενται
225 µl υπερκείµενης στιβάδας για την οποία υπάρχουν υπόνοιες µόλυνσης από ιό, αναµειγνύονται
και 225 µl µεταφέρονται σε δύο άλλα κοιλώµατα: προκύπτει δηλαδή αραίωση 1:5. ∆ύο επιπλέον
κοιλώµατα παραµένουν χωρίς ενοφθαλµισµό, προκειµένου να χρησιµεύσουν ως µάρτυρες. Τα δείγ-
µατα από κάθε ιχθυοεκµετάλλευση τυγχάνουν επεξεργασίας σε χωριστά τριβλία, όπως και ο έλεγ-
χος για ιούς. ∆ιενεργείται έλεγχος ιών µε τη χρήση αποµονωµένου υλικού του ιού της ΛΑΣ.

III.6.1.2. Τα τριβλία επωάζονται στους 14 ± 2 °C και εξετάζονται µικροσκοπικά για διάστηµα όχι µεγα-
λύτερο των επτά ηµερών. Εάν παρατηρηθεί πρώιµη CPE, ή δεν παρατηρηθεί καθόλου CPE εντός
επτά ηµερών, το επόµενο βήµα είναι η µονιµοποίηση. Τα κοιλώµατα εκπλύνονται µε PBS και µονι-
µοποιούνται µε επώαση µε τη βοήθεια ακετόνης 80 % επί 20 λεπτά, σε θερµοκρασία περιβάλλο-
ντος. Τα τριβλία ξηραίνονται δι' αέρος και υποβάλλονται πάραυτα σε χρώση, ή αποθηκεύονται σε
θερµοκρασία 0-6 °C, για διάστηµα όχι µεγαλύτερο των 24 ωρών, προτού υποβληθούν σε χρώση.

III.6.1.3. Τα εις διπλούν κοιλώµατα υποβάλλονται σε χρώση µε το µονοκλωνικό αντίσωµα 3H6F8 του
ΛΑΣV, ή µε άλλο µονοκλωνικό αντίσωµα αποδεδειγµένης αποτελεσµατικότητας και εξειδίκευσης,
αραιώνονται σε PBS και επωάζονται στους 37 ± 4 °C επί 30 λεπτά. Αφαιρείται το µονοκλωνικό
αντίσωµα και τα τριβλία εκπλύνονται τρεις φορές µε Tween 20, 0,05 %, σε PBS. Αντίσωµα κατά
της IgG ποντικού, συζευγµένο µε FITC και αραιωµένο σε PBS, προστίθεται σε κάθε κοίλωµα και
επωάζεται σε 37 ± 4 °C επί 30 λεπτά. Σηµείωση: σε κάθε εργαστήριο προσδιορίζονται οι βέλτι-
στες αραιώσεις των διαφόρων παρτίδων µονοκλωνικών αντισωµάτων συζευγµένων µε FITC. Απο-
µακρύνονται τα αντισώµατα και τα τριβλία εκπλύνονται τρεις φορές µε Tween 20, 0,05 σε PBS.

III.6.1.4. Εξετάζονται τα κοιλώµατα αµέσως, µε τη χρήση ανεστραµµένου µικροσκοπίου κατάλληλου για
µικροσκοπία ανοσοφθορισµού, µε ειδικό φίλτρο διέγερσης του FITC. Το αποτέλεσµα της δοκιµα-
σίας θεωρείται θετικό εάν παρατηρηθούν φθορίζοντα κύτταρα. Για να είναι έγκυρη η δοκιµασία,
οι θετικοί µάρτυρες πρέπει να δώσουν θετικό αποτέλεσµα και οι αρνητικοί µάρτυρες αρνητικό.

IV. Εξέταση δειγµάτων µε την βοήθεια αναστροφής µεταγραφάσης — αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (RT
— PCR)

IV.1. Εξετάζονται οι διαδικασίες που απαιτούνται για την αντιγραφή PCR µέρους του τµήµατος 8 του γονιδιώµατος του
ιού ΛΑΣ, που µπορεί να διενεργηθεί σε ιχθυοϊστούς ή σε καλλιέργεια ιών ΛΑΣ

IV.1.1. Εξαγωγή R N A

α) Αφαιρείται RNAlater από κάθε δείγµα. Προστίθεται 1 ml dH2O επεξεργασµένου µε DEPC σε κάθε
σωλήνα και οι σωλήνες φυγοκεντρούνται σε 13 000 στροφές ανά λεπτό (rpm) επί πέντε λεπτά σε θερ-
µοκρασία 0-6 °C.

β) Αφαιρείται από κάθε δείγµα η υπερκείµενη στιβάδα και προστίθενται 800 µl TRIzol (Invitrogen), ή
εναλλακτικό αντιδραστήριο αποδεδειγµένα ίσης ή µεγαλύτερης αποτελεσµατικότητας, σε κάθε δείγµα
και σε σωλήνα-µάρτυρα που περιέχει κατάλληλο υλικό-µάρτυρα (400 µl dH2O ή νεφρικούς οµογενο-
ποιηµένους ιστούς από ψάρια απηλλαγµένα συγκεκριµένων παθογόνων παραγόντων. Εφόσον κριθεί σκό-
πιµο, διενεργείται λύση ιστών δι' επανειληµµένων αναρροφήσεων µε µικροσιφώνιο. Οι σωλήνες επωάζο-
νται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος επί πέντε λεπτά. Προστίθενται 160 µl χλωροφορµίου σε κάθε
σωλήνα και οι σωλήνες ανακινούνται δυνατά επί τρία λεπτά, στη συνέχεια δε υφίστανται φυγοκέντρηση
σε 13 000 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 15 λεπτά σε θερµοκρασία 0-6 °C.

γ) Αφαιρείται η υδάτινη υπερκείµενη στιβάδα και µεταφέρεται σε επισηµασµένο σωλήνα 1,5 ml που περιέ-
χει 500 µl ισοπροπανόλης και οι σωλήνες επωάζονται επί δέκα λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος,
στη συνέχεια δε υφίστανται φυγοκέντρηση σε 6 500 στροφές ανά λεπτό (rpm) επί 15 λεπτά σε θερµο-
κρασία 0-6 °C.
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δ) Αφαιρείται η υπερκείµενη στιβάδα και προστίθεται στο σφαιρίδιο RNA 1 ml αιθανόλης 75 %. Στη
συνέχεια οι σωλήνες υφίστανται φυγοκέντρηση σε 6 500 στροφές ανά λεπτό (rpm) επί πέντε λεπτά σε
θερµοκρασία 0-6 °C.

ε) Αφαιρείται η υπερκείµενη στιβάδα και οι σωλήνες παραµένουν ανοικτοί για τρία περίπου λεπτά ώστε να
καταστεί δυνατή η εξάτµιση της εναποµένουσας αιθανόλης. Προστίθενται 15 µl dH2O που έχει υποστεί
επεξεργασία µε DEPC, ώστε να σχηµατισθεί εναιώρηµα, µε ανακίνηση σε µαγνητικό αναδευτήρα για
σύντοµο χρονικό διάστηµα, εφόσον κριθεί αναγκαίο.

στ) Χρησιµοποιείται φασµοτοφωτόµετρο για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης του RNA και της καθα-
ρότητας των δειγµάτων. Οι οπτικές πυκνότητες µετρούνται σε 260 και 280 nm.

ζ) Το RNA που πρόκειται να χρησιµοποιηθεί πάραυτα (την ίδια ηµέρα), µπορεί να αποθηκευθεί προσωρινά
σε θερµοκρασία 0-6 °C. Το RNA που δεν χρησιµοποιείται πάραυτα αποθηκεύεται σε θερµοκρασία –
80 °C.

IV.1.2. R T (ανάστροφη µεταγραφάση )

α) ∆ιαλύονται 2 µg RNA σε επεξεργασµένο µε DEPC dHO σε σωλήνες φυγοκέντρησης 1,5 ml. Όταν η
συγκέντρωση RNA κάποιου δείγµατος είναι τόσο χαµηλή ώστε να µην επιτρέπει την χρήση 2 µg στην
αντίδραση RT, χρησιµοποιείται η µέγιστη δυνατή ποσότητα RNA. Το διάλυµα RNA επωάζεται σε θερ-
µοκρασία 55-60 °C επί δέκα λεπτά.

β) Στη συνέχεια, οι περιέχοντες RNA σωλήνες τοποθετούνται σε πάγο και προστίθενται αντιδραστήρια RT
ώστε να επιτευχθούν τελικές συγκεντρώσεις ρυθµιστικού 1×, 1mM dNTPs, 100 ng εξαµερή τυχαίας
αλληλουχίας, 20 U αναστολέα της RNάσης και 200 U MMLV-RT, σε συνολικό όγκο 20 µl.

γ) Οι σωλήνες επωάζονται επί µία ώρα σε θερµοκρασία 37 °C.

δ) Το cDNA αποθηκεύεται για όσο διάστηµα χρειαστεί σε θερµοκρασία 0-6 °C και χρησιµοποιείται στο
PCR το συντοµώτερο δυνατόν.

IV.1.3. PCR (αλυσιδωτή αντ ίδραση της πολυµεράσης )

α) Προστίθενται 5 µl cDNA σε µείγµα 45 µl PCR µε στόχο τελικές συγκεντρώσεις 1x ρυθµιστικού, δια-
λύµατος 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM κάθε dNTP, 25 pmol κάθε εκκινητή και 1 U Taq πολυµεράσης. Οι
εκκινητές είναι οι ΛΑΣ + (5'-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3') (εκκινητής ευθείας αντί-
δρασης) και ΛΑΣ – (5'-GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3') (εκκινητής αντίστροφης αντίδρασης).
Περιέχονται οι αρνητικοί µάρτυρες για τα στάδια της εξαγωγής, RT και PCR.

β) Οι σωλήνες τοποθετούνται σε κλίβανο θερµικών κύκλων προγραµµατισµένο στους 94 °C για διάστηµα
πέντε λεπτών, ακολουθούµενου από 35 κύκλους των 94 °C επί ένα λεπτό, 55 °C επί ένα λεπτό και
72 °C επί ένα λεπτό, µε τελική επώαση στους 72 °C επί πέντε λεπτά.

γ) Τα αποτελέσµατα της PCR αξιολογούνται µετά από ηλεκτροφόρηση, χρησιµοποιώντας πήκτωµα αγα-
ρόζης 2 % κεχρωσµένο µε βρωµιούχο αιθίδιο και περιέχον ιχνηθέτες µεγέθους µε τα δείγµατα και τους
αρνητικούς µάρτυρες από τα στάδια RT και PCR. Ένα και µόνο προϊόν PCR 155 bp θα θεωρηθεί ενδει-
κτικό της παρουσίας RNA του ιού ΛΑΣ. Τα δείγµατα που περιέχουν ένα επιπλέον προϊόν, 310 bp, θεω-
ρούνται επίσης ως περιέχοντα RNA του ιού ΛΑΣ. Τα δείγµατα στα οποία περιέχονται πλείονα προϊόντα
PCR, και τουλάχιστον ένα περίπου 155 bp, δύνανται να περιέχουν RNA του ιού ΛΑΣ. Αυτά µπορούν
να διερευνηθούν περαιτέρω µε τη χρήση ανιχνευτών DNA ή προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλου-
χίας.

IV.1.4. Επιβεβαίωση PCR της αποµόνωσης ιού ΛΑΣ σε ιστοκαλλιέργε ια

Εάν, κατά την ιολογική εξέταση ιστοδειγµάτων σε κύτταρα SHK-1, επιβεβαιώνεται πλήρες κυτταροπαθογενές
φαινόµενο (CPE), αφαιρούνται από το κοίλωµα 400 µl υπερκείµενης στιβάδας και τοποθετούνται σε στείρο
σωλήνα 1,5 ml. Εξάγεται από το δείγµα αυτό RNA, όπως περιγράφεται στο σηµείο III.1 και διενεργείται
RT-PCR. Εάν χρησιµοποιούνται καλλιέργειες χωρίς πλήρη CPE, αφαιρείται η υπερκείµενη στιβάδα, αποξέο-
νται κύτταρα από την επιφάνεια του κοιλώµατος ή της φιάλης και µεταφέρονται σε στείρο σωλήνα 1.5 ml
για εξαγωγή RNA και RT-PCR.

IV.1.5. Ανίχνευση προϊόντων PCR µε τη βοήθε ια αν ιχνευτή DNA

α) Η ιδιαιτερότητα ενός προϊόντος PCR 155 bp µπορεί να εκτιµηθεί µε τη χρήση, ως ανιχνευτή, ολιγονου-
κλεοτιδίου που υβριδοποιείται σε περιοχή του προϊόντος PCR, στο εσωτερικό των εκκινητών. Τα
προϊόντα PCR υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1 % µε ιχνηθέτες µεγέθους και
έναν θετικό µάρτυρα και αρνητικούς µάρτυρες από τα στάδια RT και PCR.
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β) Λαµβάνεται αποτύπωµα Southern από DNA σε µεµβράνη και το επισηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο (5'-
CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGA AGGTG-3') επωάζεται µε την µεµβράνη µετά από κατάλληλα
στάδια προ-υβριδοποίησης.

γ) Εκπλύνεται από την µεµβράνη ο µη δεσµευµένος και ο µη — ειδικά — δεσµευµένος ανιχνευτής και
εµφανίζεται ο δεσµευµένος ανιχνευτής.

δ) Η δέσµευση ανιχνευτή σε τµήµα 155 bp (και 310 bp, εφόσον υπάρχει) αποτελεί απόδειξη της εξειδί-
κευσης του PCR και αποδεικνύει την ύπαρξη ιού ΛΑΣ RNA στο δείγµα.

IV.1.6. Προσδιορ ισµός της νουκλεοτ ιδ ικής αλληλουχίας των προϊόντων PCR

Η εξειδίκευση της PCR αξιολογείται εξετάζοντας την νουκλεοτιδική αλληλουχία του προϊόντος 155 bp
PCR.

α) Το προϊόν PCR απαλλάσσεται από το πήκτωµα αγαρόζης ή από το διάλυµα αγαρόζης.

β) Προσδιορίζεται η αλληλουχία του τµήµατος µε την χρήση των ίδιων εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν
στην PCR ή εκκινητών-φορέων, εφόσον κλωνοποιηθούν σε φορέα πριν από τον προσδιορισµό της αλ-
ληλουχίας.

γ) Η νουκλεοτιδική αλληλουχία συγκρίνεται µε αυτήν του τµήµατος 8 του ιού ΛΑΣ που υπάρχει στην
βάση δεδοµένων νουκλεοτιδικής αλληλουχίας EMBL (αριθµοί πρόσβασης Y10404, AJ012285,
AJ242016).

δ) Η ύπαρξη αλληλουχίας που αντιστοιχεί σε αυτήν του τµήµατος 8 του ιού ΛΑΣ αποτελεί απόδειξη ότι το
δείγµα περιείχε RNA ιού ΛΑΣ.

V. Εξέταση νεφρικών αποτυπωµάτων µέσω IFAT

V.1. Για την εξέταση νεφρικών αποτυπωµάτων µέσω IFAT καταρτίστηκε το ακόλουθο πρωτόκολλο

V.2. Προπαρασκευή και χρήση των αποτυπωµάτων

V.2.1. Τα πλακίδια µονιµοποιούνται σε ακετόνη ή µεθανόλη/ακετόνη (1:1) για τρία λεπτά και ξηραίνονται δι' αέρος.
Πριν από τη χρήση εξετάζεται κάθε πλακίδιο και κατάλληλες περιοχές του πλακιδίου οριοθετούνται µε µαρ-
καδόρο ImmEdgeTM ή µε παρόµοιο µαρκαδόρο, και αφήνεται να ξηρανθεί δι' αέρος. Στη συνέχεια, τα πλακί-
δια τοποθετούνται σε δεσµευτικό διάλυµα (αποκορυφωµένο γάλα 6 % σε PBS που περιέχει Tween 20
0,2 %) και επωάζεται µε ελαφρά ανακίνηση επί 30 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Κάθε πλακίδιο
ξηραίνεται και τοποθετείται οριζοντίως σε πλακιδιοθήκη που περιέχει υγρό απορροφητικό χαρτί προκειµένου
να διατηρηθεί υγρή ατµόσφαιρα.

V.2.2. Κάθε αποτύπωµα καλύπτεται µε διάλυµα µονοκλωνικού αντισώµατος 3H6F8 έναντι του ιού ΛΑΣ (ή άλλου
αντισώµατος αποδεδειγµένης εξειδίκευσης και αποτελεσµατικότητας), ενώ κλείνεται η πλακιδιοθήκη και επωά-
ζεται µε παράλληλη ανακίνηση επί 60 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Καλώς εχόντων των πραγµάτων,
το αντίσωµα αραιώνεται 1:10 έως 1:100 σε αποκορυφωµένο γάλα 1 %· η πραγµατική αραίωση πρέπει να
προσδιορίζεται για κάθε παρτίδα. Τα πλακίδια εκπλύνονται τρεις φορές επί δύο λεπτά σε PBS που περιέχει
Tween 20 0,1 %. Κάθε αποτύπωµα καλύπτεται µε διάλυµα που περιέχει αντίσωµα αιγός κατά της IgG πον-
τικού συζευγµένο µε FITC σε αραίωση 1:1000 σε αποκορυφωµένο γάλα 1 % και επωάζεται σε υγρό
περιβάλλον επί 60 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Τα πλακίδια εκπλύνονται τρεις φορές επί δύο
λεπτά σε PBS που περιέχει Tween 20 0,1 %. Κάθε πλακίδιο καλύπτεται µε διάλυµα CitifluorTM [500 ul
CitifluorTM αναµειγµένα µε 1,5 ml Tween 20 0,1 % (v/v) σε PBS] ή άλλο κατάλληλο (διαθλαστικό) µέσο
αντικειµενοφόρου επί 10 λεπτά. Τα πλακίδια εκπλύνονται τρεις φορές σε PBS που περιέχει Tween 20
0,1 %. Εάν απαιτείται δεύτερη χρωστική, κάθε πλακίδιο µπορεί να καλυφθεί µε ιωδιούχο προπίδιο (0,01 mg/
ml) σε PBS που περιέχει Tween 20 0,1 % και επωάζεται επί τρία λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Τα
πλακίδια εκπλύνονται τρεις φορές επί δύο λεπτά σε PBS που περιέχει Tween 20 0,1 %. Τα πλακίδια στραγγί-
ζονται και χρησιµοποιείται CitifluorTM ή άλλο κατάλληλο (διαθλαστικό) µέσο αντικειµενοφόρου. Τα πλακίδια
αποθηκεύονται σε συνθήκες σκότους στους 4 °C προτού υποστούν µικροσκοπική εξέταση.

V.3. Μικροσκοπική εξέταση φθορισµού

Κάθε πλακίδιο εξετάζεται σε µικροσκόπιο κατάλληλο για φωτισµό επιφθορισµού µε τη χρήση κατάλληλου φίλτρου
που διεγείρει το περίβληµα FITC ώστε να εκπέµψει το χαρακτηριστικό πράσινο φθορίζον χρώµα. Όλοι οι τοµείς
εντός των περιοχών που οριοθετούνται από τον µαρκαδόρο ImmEdge™ εξετάζονται µε φακούς × 10 και × 20 και οι
ύποπτες περιοχές (που εµφανίζουν πράσινο φθορισµό) εξετάζονται περαιτέρω µε φακό × 40 και φωτισµό φάσεως/
φθορισµού ώστε να εξασφαλιστεί ότι ο φθορίζων χρωµατισµός είναι κυτταροσύνδετος. Τα στοιχεία της φάσης για
τις ύποπτες περιοχές καταγράφονται για επακόλουθη επιβεβαίωση της φύσης του φθορισµού από δεύτερο εξεταστή.
Μετά την εξέταση από τον πρώτο εξεταστή, τα θετικά ή ύποπτα πλακίδια επανεξετάζονται από δεύτερο εξεταστή και
επιβεβαιώνονται τα αποτελέσµατα.
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V.4. Μάρτυρες

V.4.1. Τρεις είναι οι τύποι ελέγχου που πρέπει να περιλαµβάνονται σε κάθε παρτίδα πλακιδίων που χρωµατίζονται
για IFAT:

— νεφρικό αποτύπωµα από µη µολυνθέντα σολοµό του Ατλαντικού (αρνητικός µάρτυρας),

— µη µολυνθείσα κυτταροκαλλιέργεια SHK-1 ή άλλη υποκείµενη κυτταροκαλλιέργεια (αρνητικός µάρτυ-
ρας),

— κυτταροκαλλιέργεια SHK-1 µολυνθείσα από ΛΑΣV ή άλλη υποκείµενη κυτταροκαλλιέργεια (θετικός
µάρτυρας).

V.4.2. Εφόσον υπάρχει, συνιστάται νεφρικό αποτύπωµα από σολοµό του Ατλαντικού µολυνθέντα από ΛΑΣV, ως
προσθετικός θετικός µάρτυρας.

V.4.3. Εάν επιτυγχάνεται θετικό αποτέλεσµα µε τυχόν αρνητικούς µάρτυρες, η δοκιµασία θεωρείται άκυρη για όλα
τα πλακίδια της συγκεκριµένης παρτίδας. Εάν όλα τα πλακίδια σε κάποια παρτίδα, συµπεριλαµβανοµένων
των θετικών µαρτύρων, είναι αρνητικά, η δοκιµασία θεωρείται άκυρη για όλα τα πλακίδια της συγκεκριµένης
παρτίδας. Στις περιπτώσεις όπου η αποτυχία των µαρτύρων ακυρώνει παρτίδα πλακιδίων, τα εν λόγω πλακί-
δια καταστρέφονται και διενεργείται νέα δοκιµασία µε τα εφεδρικά αποτυπώµατα.

V.5. Εξέταση άλλων ιστών

Η τεχνική αυτή µπορεί να εφαρµοστεί σε άλλους ιχθυοϊστούς, όπως το ήπαρ, η σπλήνα και η καρδιά, εφόσον είναι
δυνατή η εναπόθεση, στο πλακίδιο, λογικής ποσότητας ενδοθηλιακών κυττάρων, λευκοκυττάρων ή λεµφοκυττάρων.
Η διαδικασία χρώσεως παραµένει η ίδια για κάθε ιστό, µολονότι για ορισµένους ιστούς θα ήταν ίσως προτιµότερη η
αποφυγή του χρωµατισµού µε ιωδιούχο προπίδιο, και η στήριξη στην µικροσκοπία αντίθεσης φάσεων, ώστε να προ-
σδιοριστούν οι κυτταρικοί τύποι που είναι παρόντες στο αποτύπωµα.

VI. Ιστολογία

Τα εγκλεισµένα σε παραφίνη τµήµατα κόβονται σε µέγεθος 5 µm και χρωµατίζονται µε αιµοτοξυλίνη και εωσίνη. Οι ιστολο-
γικές αλλοιώσεις που συνδέονται µε τη ΛΑΣ περιγράφονται στην τρέχουσα έκδοση του διαγνωστικού εγχειριδίου του ∆ΓΕ
για ασθένειες υδρόβιων ζώων.

VII. Ακρωνύµια και συντοµογραφίες

cDNA Συµπληρωµατικό δεσοξυριβονουκλεϊκό οξύ

CPE Κυτταροπαθογενές φαινόµενο

DEPC Πυροανθρακικό διαιθύλιο

dNTP Τριφωσφορικό δεσοξυνουκλεοτίδιο

FITC Ισοθειοκυανάτη φθοριεσκίνης

IF Ανοσοφθορισµός

IFAT ∆οκιµή έµµεσου ανοσοφθορισµού

OIE ∆ιεθνές Γραφείο Επιζωοτιών

IPN(V) Λοιµώδης παγκρεατική νέκρωση (ιός)

ΛΑΣ(ιός) Λοιµώδης αναιµία του σολοµού (ιός)

PBS Φυσιολογικός ορρός µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων

RNA Ριβονουκλεϊκό οξύ

RT-(PCR) Ανάστροφη µεταγραφάση (αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης)

SHK-1 Πρόνεφρος του σολοµού

TCID50 Μολυσµατική δόση ιστοκαλλιέργειας στο τελικό αποτέλεσµα 50 %
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