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(Actos cuya publicacion no es una condicion para su aplicabilidad)

COMISION

DECISION DE LA COMISION
de 22 de febrero de 2001

por la que se establecen los planes de muestreo y los métodos de diagnéstico para la deteccién y
confirmacién de determinadas enfermedades de los peces y se deroga la Decision 92/532/CEE

[notificada con el nimero C(2001) 426]

(Texto pertinente a efectos del EEE)

(2001/183/CE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 91/67/CEE del Consejo, de 28 de enero de
1991, relativa a las condiciones de policia sanitaria aplicables a
la puesta en el mercado de animales y de productos de la
acuicultura ("), cuya dltima modificacién la constituye la Direc-
tiva 98/45/CE (3, y, en particular, su articulo 15,

Considerando lo siguiente:

(1)  La Decisién 92/532/CEE de la Comisi6n (*), modificada
por la Decision 96/240/CE (%), establece los planes de
muestreo y los métodos de diagndstico para la deteccion
y confirmaciéon de determinadas enfermedades de los
peces.

(2)  Desde que se adoptd la Decisién 92/532/CEE, se han
producido novedades précticas y cientificas y se ha
modificado la Directiva 91/67/CEE. Por ello, deben
actualizarse los planes de muestreo y los métodos de
diagndstico.

(3)  La actualizacion ha de centrarse en el examen y la
identificacion de los virus que originan la septicemia
hemorrdgica viral (SHV) y la necrosis hematopoyética
infecciosa (NHI) y en los cambios necesarios de confor-
midad con las tltimas modificaciones de la Directiva
91/67/CEE.

(4 Se ha consultado al laboratorio comunitario de refe-
rencia para las enfermedades de los peces establecido en
la Directiva 93/53/CEE del Consejo (°).

L 46 de 19.2.1991, p. 1.
L 189 de 3.7.1998, p. 12.
L 337 de 21.11.1992, p. 18.
L 79 de 29.3.1996, p. 19.
L 175 de 19.7.1993, p. 23.
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(5)  En aras de la claridad, deben derogarse los planes de
muestreo y los métodos de diagndstico para la deteccién
y confirmaciéon de determinadas enfermedades de los
peces establecidos por la Decision 92/532/CEE.

(6)  Las medidas previstas en la presente Decisién se ajustan
al dictamen del Comité veterinario permanente.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISION:

Articulo 1

En el anexo se establecen los planes de muestreo y los métodos
de diagnéstico para la deteccién y la confirmacion de la septi-
cemia hemorragica viral (SHV) y la necrosis hematopoyética
infecciosa (NHI).

Articulo 2
En virtud de la presente Decision queda derogada la Decisién
92/532/CEE.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Decision serdn los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 22 de febrero de 2001.

Por la Comision
David BYRNE

Miembro de la Comisidn
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ANEXO

PLANES DE MUESTREO Y METODOS DE DIAGNOSTICO PARA LA DETECCION Y LA CONFIRMACION DE
LA SEPTICEMIA HEMORRAGICA VIRAL (SHV) Y LA NECROSIS HEMATOPOYETICA INFECCIOSA (NHI)

INTRODUCCION

El presente anexo:

a) establece directrices y requisitos minimos aplicables a los planes de muestreo y métodos de diagndstico para la
deteccién y confirmacion de la presencia de septicemia hemorrdgica viral (SHV) y necrosis hematopoyética infecciosa
(NHI);

b) integra las disposiciones de los anexos B y C de la Directiva 91/67/CEE para la obtencién y el mantenimiento de la
autorizacion de zonas y de explotaciones situadas en zonas no autorizadas;

¢) establece disposiciones para el correcto diagnéstico de la septicemia hemorrdgica viral y la necrosis hematopoyética
infecciosa y el reconocimiento oficial de la autorizacion de zonas y de explotaciones situadas en zonas no autorizadas
de conformidad con los articulos 5 y 6 de la Directiva 91/67/CEE;

d) estd destinado a las autoridades responsables a la lucha contra la septicemia hemorrdgica viral y la necrosis
hematopoyética infecciosa y al personal de laboratorio que lleve a cabo las pruebas de estas enfermedades. En
consecuencia, se presta especial atencion a los procedimientos de muestreo, los principios y las aplicaciones de las
pruebas de laboratorio y la evaluacién de sus resultados, asi como a las técnicas de laboratorio detalladas. No obstante,
cuando proceda, los laboratorios podrdn modificar las pruebas recogidas en el presente anexo o utilizar pruebas
diferentes, siempre que se pueda demostrar que tienen una sensibilidad y especificidad equivalentes.

La parte I comprende los planes de muestreo y los métodos de diagndstico para la vigilancia de la septicemia hemorragica
viral y la necrosis hematopoyética infecciosa con objeto de obtener y mantener la autorizacién de una zona o de una
explotacién situada en una zona no autorizada.

En la parte II se describen los procedimientos de diagnéstico para confirmar la existencia de la septicemia hemorragica
viral y la necrosis hematopoyética infecciosa en caso de que se sospeche su presencia.

En la parte III se establecen los criterios y directrices de un programa oficial de inspeccion sanitaria que documente la
ausencia historica de septicemia hemorrdgica viral y necrosis hematopoyética infecciosa.

En la parte IV se recogen recomendaciones sobre el procedimiento empleado para la titulacion del virus de la septicemia
hemorrdgica viral y la necrosis hematopoyética infecciosa y para comprobar la sensibilidad de los cultivos celulares a la
infeccién.

En la parte V se recogen los acrénimos y abreviaturas.

PARTE 1

Planes de muestreo y métodos de diagnéstico para la vigilancia de la septicemia hemorrigica viral y la NHI y con
objeto de obtener y mantener la autorizaciéon de una zona o de una explotaciéon situada en una zona no
autorizada

I. Inspecciones y muestreo

1. Disposiciones generales sobre las inspecciones sanitarias clinicas, la recogida y la seleccion de muestras para la vigilancia de zonas o
explotaciones situadas en zonas no autorizadas con objeto de lograr o mantener la autorizacién con respecto a la septicemia
hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética infecciosa

En los cuadros 1A, 1B y 1C se resumen las inspecciones sanitarias clinicas y el muestreo de tejidos de los peces, del
fluido ovérico o de ambos que deberd realizarse en las zonas o en las explotaciones situadas en zonas no autorizadas
para lograr o mantener la autorizaciéon con respecto a la septicemia hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética
infecciosa de conformidad con los anexos B y C de la Directiva 91/67/CEE. En las partes 1.1.2 a 1.1.4 se recogen detalles
més precisos. Los cuadros 1A y 1B no serdn aplicables a las nuevas explotaciones ni a las explotaciones que vuelvan a
dar comienzo a sus actividades con peces, huevos o gametos procedentes de una zona autorizada o de una explotacién
autorizada situada en una zona no autorizada, siempre que cumplan lo dispuesto en las letras a) o b) de la parte LA.6 o
en las letras a) o b) de la parte ILA.3 del anexo C de la Directiva 91/67/CEE.

Las inspecciones clinicas deberdn efectuarse durante el perfodo comprendido entre octubre y junio o siempre que la
temperatura del agua esté por debajo de los 14 °C. Cuando las explotaciones deban ser inspeccionadas clinicamente
dos veces al afio, los intervalos entre ambas visitas deberan ser de un minimo de cuatro meses. Todas las unidades de
produccién (estanques, tanques, jaulas de red, etc.) deberdn inspeccionarse para comprobar si hay peces muertos,
débiles o que actiien de manera anormal. Deberd prestarse especial atencién a la zona de desagiie, donde los peces
débiles tienen tendencia a acumularse debido a la corriente de agua.
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Los peces que se tomen como muestra se seleccionardn de la siguiente manera:

— Si hay truchas arco iris, toda la muestra estard compuesta de peces de esa especie. En caso contrario, la muestra
deberd incluir peces de todas las especies presentes siempre que sean sensibles al virus de la septicemia
hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética infecciosa (de conformidad con la lista recogida en el anexo A de
la Directiva 91/67/CEE). Las especies deberdn estar representadas de manera proporcional en la muestra.

— Si se emplea mds de una fuente de agua para la produccién de peces, la muestra deberd incluir peces que
representen a todas las fuentes.

— Si hay peces débiles, que actiien de manera anormal o muertos recientemente (sin descomponer), tales peces serdn
los primeros que se incluyan en la muestra. En caso de que no los haya, ésta deberd estar compuesta de peces
sanos, de apariencia normal, recogidos de tal modo que estén representadas proporcionalmente todas las partes de
la explotacién y las clases de edad.

. Disposiciones especificas, incluida la recogida de muestras, para la vigilancia de zonas o explotaciones situadas en zonas no

autorizadas con objeto de lograr o mantener la autorizacion con respecto a la septicemia hemorrdgica viral y la necrosis
hematopoyética infecciosa

1. Una zona o una explotacion situada en una zona no autorizada sometida a supervisiéon por los servicios oficiales
puede obtener la autorizacién con respecto a la septicemia hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética
infecciosa siempre que se someta a uno de los dos modelos siguientes:

a) Modelo A — un programa de vigilancia de dos afios

Tras un plazo minimo de dos afios de ausencia de signos clinicos o de otro tipo de septicemia hemorrégica viral
o necrosis hematopoyética infecciosa, todas las explotaciones de la zona o toda explotacién situada en una zona
no autorizada que deseen ser autorizadas, deberdn someterse a una inspeccion sanitaria dos veces al afio durante
dos afios. A lo largo de este periodo de control de dos afios que precede a la consecucién de la autorizacion, se
deberd mantener la ausencia de signos clinicos o de otro tipo de septicemia hemorrdgica viral o de necrosis
hematopoyética infecciosa y se deberdn recoger muestras para su examen de conformidad con lo establecido en
el cuadro 1A. Ademds, las muestras deberdn seleccionarse, prepararse y examinarse de conformidad con lo
dispuesto en las partes LI a LIV y los resultados de los exdmenes de laboratorio para detectar la septicemia
hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética infecciosa deberdn ser negativos.

b) Modelo B — un programa de vigilancia de dos afios con una muestra de tamafio reducido

Tras un programa oficial de inspeccidn sanitaria que documente la ausencia histérica de septicemia hemorrdgica
viral o necrosis hematopoyética infecciosa durante al menos cuatro afios, todas las explotaciones de la zona o
toda explotacion que esté situada en una zona no autorizada que deseen ser autorizadas deberdn someterse a
inspeccién sanitaria dos veces al afio durante dos afios. A lo largo de este periodo de control de dos afios que
precede a la consecucion de la autorizacion, se deberd mantener la ausencia de signos clinicos o de otro tipo de
septicemia hemorrdgica viral o de necrosis hematopoyética infecciosa y se deberd recoger muestras para su
examen de conformidad con lo establecido en el cuadro 1B. Ademads, las muestras deberdn seleccionarse,
prepararse y examinarse de conformidad con lo dispuesto en las partes LI a LIV y los resultados de los exdmenes
de laboratorio para detectar la septicemia hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética infecciosa deberdn ser
negativos. Para que los servicios oficiales reconozcan un programa de inspeccién sanitaria a efectos de
documentacion de la ausencia de septicemia hemorrdgica viral o necrosis hematopoyética infecciosa, éste deberd
cumplir los criterios y directrices recogidos en la parte IIL

2. Disposiciones especiales para la autorizacién de nuevas explotaciones y de explotaciones que vuelven a dar
comienzo a sus actividades con peces, huevos o gametos procedentes de una zona autorizada o de una explotacién
autorizada situada en una zona no autorizada

Las nuevas explotaciones y las explotaciones que vuelvan a dar comienzo a sus actividades con peces, huevos o
gametos procedentes de una zona autorizada o de una explotacién autorizada situada en una zona no autorizada
podran obtener la autorizacion de conformidad con lo dispuesto en las letras a) y b) de la parte L A.6 o en las letras
a) y b) de la parte ILA.3 del anexo C de la Directiva 91/67/CEE. Por tanto, las disposiciones de muestreo
establecidas en los ya citados modelos A y B [letras a) y b) de la parte 11.2.1] no serdn aplicables a dichas
explotaciones.

3. Programa de vigilancia para el mantenimiento de la autorizacién con respecto a la septicemia hemorrdgica viral o la
necrosis hematopoyética infecciosa

Con objeto de mantener la autorizacion de una zona o de una explotacion situada en una zona no autorizada con
respecto a la septicemia hemorrdgica viral o la necrosis hematopoyética infecciosa, las inspecciones y el muestreo
para realizar los exdmenes deberdn llevarse a cabo de conformidad con lo establecido en el cuadro 1C. Las muestras
deberdn seleccionarse, prepararse y examinarse de conformidad con lo dispuesto en las partes LI a LIV y los
exdmenes de laboratorio deberdn ser negativos con respecto a los agentes causantes de la septicemia hemorragica
viral o la necrosis hematopoyética infecciosa.

3. Preparacion y envio de muestras procedentes de los peces

Antes de su envio o traslado al laboratorio, se extraerdn de los peces partes de los érganos que deban examinarse con
instrumental estéril de diseccidn y se introducirdn en tubos de pléstico estériles que contengan medio de transporte, es
decir, medio de cultivo celular con un 10 % de suero de ternera y antibidticos. Se recomienda la combinacién de 200
UI de penicilina, 200 pg de estreptomicina y 200 pg de kanamicina por ml, aunque podrdn utilizarse asimismo otros
antibidticos de eficacia probada. Los tejidos que se deberdn examinar son el bazo, la parte anterior del rifién y, ademds,
bien el corazén o bien el encéfalo. En algunas ocasiones, deberd examinarse el fluido ovérico (cuadros 1A-1C).
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E1 fluido ovdrico o las partes de 6rganos de un médximo de 10 peces (cuadros 1A-1C) podrdn recogerse en un solo
tubo estéril que contenga al menos 4 ml de medio de transporte, para constituir una muestra conjunta. El peso del
tejido de cada muestra deberd ser de 0,5 gramos como minimo.

Los tubos se colocardn en recipientes aislados (por ejemplo, cajas de poliestireno de paredes gruesas) con una cantidad
suficiente de hielo o de bloques de enfriamiento para garantizar la refrigeracién de las muestras durante su traslado al
laboratorio. Se evitard la congelacion. La temperatura de las muestras durante el transporte nunca deberd exceder de
10 °C y en el momento de la recepcién todavia deberd haber hielo en el recipiente de transporte, o, alternativamente,
uno o mds bloques de enfriamiento deberdn estar atin helados parcial o totalmente.

El examen viroldgico deberd iniciarse lo antes posible y nunca después de que hayan transcurrido 48 horas desde la
recogida de las muestras. En casos excepcionales ('), el examen viroldgico podrd empezar a mds tardar en un plazo de
72 horas desde la recogida del material, siempre que éste quede protegido con medio de transporte y se cumplan los
requisitos de temperatura durante el transporte (véase el punto 3 de la parte LL3).

En caso de que puedan cumplirse los requisitos de temperatura durante el transporte, podrdn enviarse peces enteros al
laboratorio. Los peces enteros podrdn envolverse en papel absorbente y deberdn enviarse en bolsas de pldstico
refrigeradas seglin se indica mds arriba. También podrdn enviarse peces vivos.

El embalaje y etiquetado deberdn realizarse de conformidad con la normativa de transporte nacional e internacional
actualmente vigente que corresponda.

. Recogida de material de diagndstico suplementario

De acuerdo con el laboratorio de diagndstico correspondiente, también se podran recoger otros tejidos de peces, que se
preparardn para efectuar exdmenes suplementarios.

II. Preparacion de las muestras para el examen viroldgico

. Congelacién en casos excepcionales

En caso de que surjan dificultades pricticas (por ejemplo, condiciones meteoroldgicas adversas, dias festivos, problemas
de laboratorio, etc.) que impidan inocular las células en las 48 horas siguientes a la recogida de las muestras de tejidos,
se podrén congelar estas muestras en medio de cultivo celular a una temperatura igual o inferior a —20 °C y realizar el
examen viroldgico en un plazo de catorce dias. En cualquier caso, el tejido s6lo podrd congelarse y descongelarse una
tnica vez antes de su examen. Se deberd llevar un registro de los motivos por los que se han congelado las muestras de
tejido en cada ocasién en que se haya hecho (como, por ejemplo, tormenta, muerte de las lineas celulares, etc.).

. Homogeneizacion de los drganos

Una vez en el laboratorio, se homogeneizard completamente el tejido de los tubos (con un triturador, mezclador o
mortero con arena estéril) y a continuacion se suspenderd el homogeneizado en el medio de transporte original.

Si la muestra estd formada por peces enteros de menos de 4 cm de longitud, éstos se desmenuzardn con unas tijeras
estériles o un escalpelo tras haberse eliminado la parte del cuerpo posterior a la cloaca. Si la muestra estd formada por
peces enteros de una longitud comprendida entre 4 y 6 cm, se recogerdn las visceras, sin descartar los rifiones. Si la
muestra estd formada por peces enteros de mds de 6 cm de longitud, se recogerdn muestras de tejido de conformidad
con el procedimiento descrito en la parte LI.3. Las muestras de tejido se desmenuzardn con escalpelo o tijeras estériles
y se homogeneizardn segin el procedimiento arriba descrito; se suspenderd el homogeneizado en medio de transporte.

La proporcién final entre tejidos y medio de transporte deberd ajustarse en el laboratorio a 1:10.

. Centrifugado del homogeneizado

El homogeneizado se centrifugard a una aceleracién de entre 2 000 y 4 000 x g durante 15 minutos, en una
centrifugadora refrigerada a una temperatura comprendida entre 2 y 5 °C, y el sobrenadante se recogerd y se tratard
durante 4 horas a 15 °C o durante toda la noche a 4 °C con antibidticos; por ejemplo, 1 mg/ml de gentamicina puede
ser util en esta fase.

Si la muestra ha sido enviada en un medio de transporte (es decir, con exposicién a antibiéticos), podrd omitirse el
tratamiento con antibidticos del sobrenadante.

El tratamiento con antibidticos tiene por objeto luchar contra la contaminacion bacteriana de las muestras y hace
innecesaria la filtracién con filtros de membrana.

Si el sobrenadante recogido se almacena a — 80 °C en el plazo de 48 horas siguiente a la toma de muestras, podrd ser
reutilizado una sola vez para el examen viroldgico.

(') En casos excepcionales, como, por ejemplo, cuando los peces se recojan en zonas muy remotas que no dispongan de correo diario.
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En caso de que surjan dificultades précticas (por ejemplo, averfa de la incubadora, problemas con los cultivos celulares,
etc.) que impidan inocular las células en las 48 horas siguientes a la recogida de las muestras de tejidos, se podrd
congelar el sobrenadante a —80 °C y realizar el examen virologico en un plazo de catorce dias.

Antes de la inoculacién de las células, el sobrenadante se mezclard a partes iguales con un conjunto de antisueros de
los serotipos autdctonos de virus de la necrosis pancredtica infecciosa (NPI), diluidos en la proporcién adecuada, y la
mezcla se incubard durante una hora como minimo a una temperatura de 15 °C o durante 18 horas como médximo a
una temperatura de 4 °C. El titulo del antisuero deberd ser como minimo de 1:2 000 en una prueba de neutralizacién
en placa del 50 %.

El tratamiento de todos los indculos con antisuero del virus de la NPI (virus que en algunas partes de Europa estd
presente en el 50 % de las muestras de peces) tiene por objeto evitar el desarrollo de efectos citopatogénicos (ECP)
debidos a este virus en los cultivos celulares inoculados. Con ello se logra reducir la duracion de los exdmenes
virolégicos, asi como el nimero de casos en que la presencia de ECP deberfa considerarse como indicador potencial de
la presencia del virus de la septicemia hemorrdgica viral o del de la necrosis hematopoyética infecciosa.

Cuando las muestras procedan de unidades de produccién consideradas indemnes de NPI, podrd omitirse el trata-
miento de los inéculos con antisuero del virus de dicha enfermedad.

IIl. Examen viroldgico

. Medios y cultivos celulares

Se cultivardn células BF-2 o RTG-2 y bien EPC o bien FHM a una temperatura comprendida entre 20 y 30 °C en un
medio adecuado como, por ejemplo, MEM de Eagle (o sus modificaciones) con adicién de un 10 % de suero vacuno
fetal y antibidticos en concentraciones normales.

Si las células se cultivan en frascos cerrados, es recomendable amortiguar el medio con bicarbonato. El medio utilizado
para el cultivo de células en unidades abiertas podrd amortiguarse con Tris-HC1 (23 mM) y bicarbonato sédico (6
mM). El pH deberd ser de 7,6 £ 0,2.

Para la inoculacién con tejidos se empleardn cultivos celulares jévenes (de entre 4 y 48 horas) y en crecimiento activo
(no confluente) en el momento de la inoculacion.

. Inoculacién de los cultivos celulares

La suspension de drganos tratada con antibidticos se inoculard en cultivos celulares en dos diluciones, es decir, la
dilucién original y, ademds, una dilucién 1:10 de la misma, que dardn lugar a diluciones finales del material tisular en
el medio de cultivo celular de 1:100 y 1:1 000, respectivamente (a fin de evitar interferencias homélogas). Deberdn
inocularse, como minimo, dos lineas celulares (véase la parte LI 1). La proporcidn entre el tamafio del indculo y el
volumen del medio de cultivo celular serd aproximadamente de 1:10.

Para cada dilucién y cada linea celular se empleard al menos un érea celular de 2 cm? aproximadamente, correspon-
diente a un pocillo de una placa de cultivo celular de 24 pocillos. Se recomienda el uso de placas de cultivo celular,
aunque también son aceptables otras unidades con dreas de crecimiento similares o mayores.

. Incubacion de los cultivos celulares

Los cultivos celulares inoculados se incubardn entre siete y diez dias a una temperatura de 15 °C. Si el color del medio
de cultivo celular pasa de rojo a amarillo, lo que indica la acidificacion del medio, se llevard a cabo el ajuste del pH con
una solucién estéril de bicarbonato, o con una sustancia equivalente, para garantizar la sensibilidad celular a la
infeccién virica.

Al menos una vez cada seis meses o si se sospecha que la sensibilidad celular ha descendido, se efectuard la titulacién
de material congelado de virus de septicemia hemorragica viral y necrosis hematopoyética infecciosa para comprobar
la sensibilidad de los cultivos celulares a la infeccion. En la parte IV se describe el procedimiento recomendado.

. Microscopia

Se observardn periddicamente (al menos tres veces por semana) a 40-150 aumentos los cultivos celulares inoculados
para comprobar si se han producido ECP. Si hay signos evidentes de ECP, se iniciardn inmediatamente los procedi-
mientos de identificacion del virus de conformidad con la parte LIV.

. Subcultivos

Si después de la incubacion primaria de siete a diez dias no se han desarrollado ECP, se realizardn subcultivos en
nuevos cultivos celulares, utilizando dreas celulares similares a las del cultivo primario.

Se reunirdn alicuotas del medio (sobrenadante) de todos los cultivos/pocillos pertenecientes al cultivo primario, por
lineas celulares, sicte o diez dias después de la inoculacion. El resultado se inoculard en cultivos celulares homdlogos
sin diluir y en una dilucién de 1:10 (que dardn lugar a diluciones finales de 1:10 y 1:100, respectivamente, del
sobrenadante) como se describe en la parte LIIL.2. De manera alternativa, se pueden inocular directamente en un
pocillo que contenga cultivo celular fresco alicuotas de un 10 % del medio que constitufa el cultivo primario.
(subcultivo de pocillo a pocillo). La inoculacién podrd ir precedida de la preincubaciéon de las diluciones con el
antisuero del virus de la necrosis pancredtica infecciosa a una dilucién adecuada, tal y como se describe en la parte
LIL3.
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Los cultivos inoculados se incubardn entonces durante siete a diez dias a una temperatura de 15 °C y se mantendrdn
bajo observacion, segln se indica en la parte LIIL4.

Si se producen ECP téxicos en los tres primeros dias de incubacion, se podrd realizar un subcultivo en esa etapa, pero
entonces las células deberdn incubarse durante siete dias y volver a subcultivarse durante otros siete dias. Si se
desarrollan ECP txicos después de tres dias, las células podran subcultivarse una vez e incubarse hasta que transcurra
el total de catorce dias desde la inoculacién primaria. En los dltimos siete dias de incubacién no deberd registrarse
ninguna sefial de toxicidad.

Si, pese al tratamiento con antibidticos, se produce una contaminacion bacteriana, antes de proceder al subcultivo se
deberd centrifugar el sobrenadante a 2 000-4 000 x g durante un periodo de 15 a 30 minutos y a una temperatura de
2 a 5°C, o filtrarlo a través de un filtro de 0,45 pm (por una membrana con baja afinidad por las proteinas), o
someterlo a ambos procedimientos. Por lo demds, los procedimientos de subcultivo son los mismos que los aplicados a
los ECP toxicos.

IV. Identificacion del virus

. Pruebas de identificacion del virus

Si se observa la existencia de ECP en un cultivo celular, se recogerd medio (sobrenadante) y se examinard sometiéndolo
a una o varias de las pruebas siguientes: neutralizacion, IF o ELISA. Si estas pruebas no permiten identificar el virus con
seguridad en una semana, el sobrenadante deberd enviarse para su identificaciéon inmediata a un laboratorio nacional
de referencia o al laboratorio comunitario de referencia para las enfermedades de los peces.

. Neutralizacion

Se eliminardn las células del sobrenadante recogido mediante centrifugacion (2 000-4 000 x g) o filtracién por
membrana (0,45 pm) por una membrana con baja afinidad por las proteinas y éste se diluird a 1:100 y 1:10 000 en
un medio de cultivo celular.

Se mezclardn alicuotas de las dos diluciones de sobrenadante con partes iguales de los siguientes reactivos por
separado, y se incubardn durante 60 minutos a una temperatura de 15 °C:

— Suero que contenga un anticuerpo con especificidad de grupo frente al virus de la septicemia hemorrdgica viral a
una dilucién de 1:50 (vol:vol) (').

— Suero que contenga un anticuerpo con especificidad de grupo frente al virus de la necrosis hematopoyética
infecciosa a una dilucién de 1:50 (vol:vol) ().

— Conjunto de antisueros frente a los serotipos autdctonos del virus de la necrosis pancredtica infecciosa a una
dilucién de 1:50 (vol:vol) (*).
— Medio solo (control positivo).

De cada mezcla de sobrenadante y virus, se inoculardn al menos dos cultivos celulares con 50 pl cada uno y se
incubardn a 15°C. Se controlard si aparecen ECP de la forma descrita en la parte LIIL4.

Algunas cepas del virus de la septicemia hemorrégica viral no reaccionan en las pruebas de neutralizacién. Tales cepas
deben identificarse mediante la prueba de IF o la de ELISA.

Podrdn usarse alternativamente otras pruebas de neutralizacién de eficacia probada.

. IF

Para cada cepa virica que se desee identificar, se sembrardn con células al menos ocho cubres o sus equivalentes, a una
densidad que permita alcanzar una confluencia del 60 al 90 % aproximadamente después de 24 horas de cultivo. Se
recomienda utilizar células EPC por su fuerte adherencia a las superficies de cristal, pero también se pueden utilizar
otras lineas celulares, como BF-2, RTG-2 o FHM.

Cuando las células hayan sedimentado en la superficie del cristal (aproximadamente una hora después de la siembra) o
cuando los cultivos se hayan incubado durante un periodo de hasta 24 horas, se inoculard el virus que se desee
identificar. Se inoculardn cuatro cultivos en la proporcién de 1:10 en volumen y otros cuatro en la proporciéon de
1:1 000, que, posteriormente, se incubardn a 15°C durante un periodo de 20 a 30 horas.

Tras la incubacion, los cultivos se aclarardn dos veces en MEM de Eagle sin suero, se fijardn con acetona helada al 80 %
y se tefiirdn con ayuda de una IFAT de doble capa. La primera capa de reactivo consistird en anticuerpos policlonales o
monoclonales de calidad de referencia. La segunda capa de reactivo estard formada por un antisuero conjugado con
fluorocromo con afinidad por la inmunoglobulina utilizada en la primera capa. Por cada uno de los antisueros
sometidos a la prueba, deberd tefiirse al menos un cultivo inoculado con una dosis alta y otro inoculado con una dosis
baja. La prueba incluird controles negativos y positivos adecuados. Se recomiendan para esta prueba fluorocromos
como el FITC o el TRITC.

Los cultivos tefiidos se preparardn utilizando solucion salina de glicerol y se examinardn con luz ultravioleta incidente,
utilizando oculares de 10 o 12 aumentos y objetivos de 25 o 40 aumentos con aperturas numéricas > 0,7 y > 1,3,
respectivamente.

La técnica de IF descrita se ofrece como ejemplo. Podrdn usarse alternativamente otras técnicas de IF (diferentes en
relacién con los cultivos celulares, la fijacion y los anticuerpos de calidad de referencia) de probada eficacia.

(') O como indique el laboratorio de referencia en relacién con la posible citotoxicidad de los antisueros.
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4. ELISA

Los pocillos de las placas de microtitulacion se recubrirdn durante una noche con las diluciones recomendadas de
fracciones inmunoglobulinicas purificadas de anticuerpos de calidad de referencia.

Tras aclarar los pocillos con solucién amortiguadora PBS-Tween-20, se incorporard a los pocillos el virus que se desee
identificar en fases de dilucion doble o cuddruple y se dejard reaccionar con el anticuerpo de recubrimiento durante 60
minutos a 37 °C. Tras el aclarado con la solucién amortiguadora PBS-Tween-20, se afladirdn anticuerpos con biotina
de la especificidad correspondiente a la de los anticuerpos de recubrimiento y se dejard reaccionar durante 60 minutos
a 20 °C. Después de efectuar otro aclarado como el anterior, se afiadird estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano (HRP) y se dejard reaccionar durante una hora a 20 °C. Tras efectuar un dltimo aclarado, se visualizard la
enzima ligada utilizando sustratos ELISA adecuados (OPD u otros).

Esta version de ELISA basada en el empleo de biotina y avidina se ofrece a modo de ejemplo. En su lugar podrin
utilizarse otras versiones de ELISA de eficacia probada.

CUADRO 1A

Plan de inspeccién y muestreo para las zonas y explotaciones situadas en zonas no autorizadas para el periodo
de control de dos afios que precede a la autorizacion con respecto a la septicemia hemorrégica viral y la necrosis
hematopoyética infecciosa

(de conformidad con los anexos B y C de la Directiva 91/67/CEE y las disposiciones establecidas en la parte I del presente anexo)

Ne de Ne de exdmenes | Exdmenes de laboratorio para detectar la presencia del virus (')
inspecciones de laboratorio
clinicas afluales anuales Ne de peces en crecimiento Ne de reproductores
(dos afios) (dos afios) (material de los 6rganos) (fluido ovérico)

Zonas y explotaciones conti-
nentales
a) Explotaciones con repro- 2 2 120 (primera inspec- | 30 (primera inspeccién) (°)

ductores cién) (3) 0 (segunda inspeccién)

150 (segunda inspeccion)

b) Explotaciones tnicamente 2 1 0 150 (primera o

con reproductores segunda inspeccion) (%)
¢) Explotaciones sin repro- 2 2 150 (primera y segunda 0

ductores inspecciones)
Zonas y explotaciones coste-
ras
a) Explotaciones con repro- 2 2 120 (primera inspeccién) | 30 (primera inspeccién) (%)

ductores 150 (segunda inspeccién) | 0 (segunda inspeccion)
b) Explotaciones de salmoé- 2 2 30 (primera y segunda 0

nidos sin reproductores inspecciones) (%)
¢) Explotaciones sin salmo- 2 2 150 (primera y segunda 0

nidos y sin reproductores inspecciones)

Nimero mdximo de peces por muestra conjunta: 10.

(') Asimismo, se podréd utilizar una muestra reducida de conformidad con lo establecido en el cuadro 1B si se cumplen las condiciones

establecidas en las partes LL1, letra b) de la parte 112.1 y parte IIL

(?) Inspecciones clinicas.

() En circunstancias excepcionales, si fuera imposible obtener fluido ovérico, en su lugar se podrian tomar dérganos.
() Las muestras deberdn recogerse como muy pronto tres semanas tras el traslado de los peces de aguas dulce a agua salada.
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CUADRO 1B

Plan de inspeccion y muestreo para el periodo de control de dos afios que precede a la autorizacién con respecto
a la septicemia hemorrdgica viral y la necrosis hematopoyética infecciosa en zonas y explotaciones situadas en
zonas no autorizadas con un historial documentado de ausencia de estas enfermedades oficialmente reconocido

(de conformidad con los anexos B y C de la Directiva 91/67/CEE y las disposiciones establecidas en las partes I y III del presente

anexo)
Ne de inspec- | N de exdmenes | Exdmenes de laboratorio para detectar la presencia del virus
ciones de laboratorio
clinicas afluales anua{es Ne de peces en crecimiento Ne de reproductores
(dos afios) (dos afios) (material de los 6rganos) (fluido ovarico)
Zonas y explotaciones conti-
nentales
a) Explotaciones con repro- 2 2 0 (primera inspeccion) (') | 30 (primera inspeccion) ()
ductores 30 (segunda inspeccién) | 0 (segunda inspeccidn)
b) Explotaciones tnicamente 2 1 0 30 (primera o segunda
con reproductores inspeccion) ()
¢) Explotaciones sin repro- 2 2 30 (primera y segunda 0
ductores inspecciones)
Zonas y explotaciones coste-
ras
a) Explotaciones con repro- 2 2 0 (primera inspeccién) | 30 (primera inspeccién) ()
ductores 30 (segunda inspeccién) | O (segunda inspeccion)
b) Explotaciones de salmoé- 2 2 30 (primera y segunda 0
nidos sin reproductores inspecciones) (*)
¢) Explotaciones sin salmé- 2 2 30 (primera y segunda 0
nidos y sin reproductores inspecciones)

Nidmero méximo de peces por muestra conjunta: 10.

(") Inspecciones clinicas.
(3 En circunstancias excepcionales, si fuera imposible obtener fluido ovirico, en su lugar se podrian tomar drganos.
(’) Las muestras deberdn recogerse como muy pronto tres semanas tras el traslado de los peces de agua dulce a agua salada.

CUADRO 1C

Plan de inspeccién y muestreo para las zonas y explotaciones situadas en zonas no autorizadas con vistas a
mantener la autorizacién con respecto a la septicemia hemorrigica viral y la necrosis hematopoyética infecciosa

(de conformidad con los anexos B y C de la Directiva 91/67/CEE y las disposiciones establecidas en la parte I del presente anexo)

Ntmero de peces de una muestra conjunta sometida a examen de
. . . laboratorio ()
Ne de inspecciones clinicas
anuales
Ne de peces en crecimiento Ne de reproductores
(material de los 6rganos) (fluido ovérico)

Zonas y explotaciones conti-
nentales
a) Explotaciones con repro- 2 20 (primera o segunda 10 (primera o segunda

ductores inspeccién) inspeccion) ()
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Namero de peces de una muestra conjunta sometida a examen de
. ) L. laboratorio (')
Ne de inspecciones clinicas
anuales o
Ne de peces en crecimiento Ne de reproductores
(material de los 6rganos) (fluido ovdrico)

b) Explotaciones tnicamente 2 0 30 (primera o segunda

con reproductores inspeccion) ()
¢) Explotaciones sin repro- 1 30 0

ductores
Zonas y explotaciones coste-
ras
a) Explotaciones con repro- 2 20 (primera o segunda 10 (primera o segunda

ductores inspeccién) inspeccion) ()
b) Explotaciones sin repro- 1 30 () 0

ductores

Nimero mdximo de peces por muestra conjunta: 10.

(') En las zonas autorizadas sélo serd necesario recoger muestras por rotacion en un 50 % de las explotaciones cada afio. En las
explotaciones autorizadas situadas en zonas no autorizadas se deberdn recoger muestras cada afio.

(%) En circunstancias excepcionales, si fuera imposible obtener fluido ovdrico, en su lugar se podrian tomar 6rganos.

(*) Las muestras deberdn recogerse como muy pronto tres semanas tras el traslado de los peces de agua dulce a agua salada.

PARTE II

Procedimientos de diagndstico para la confirmacién de la necrosis hematopoyética infecciosa y de la septicemia
hemorrdgica viral en presuntos brotes

Se empleardn una o mds de las siguientes técnicas para el diagndstico de estas enfermedades:

— A. Aislamiento convencional de los virus y posterior identificacién seroldgica de los mismos.
— B. Aislamiento e identificacién seroldgica simultinea de los virus.
— C. Otras técnicas de diagndstico (IFAT, ELISA).

En las explotaciones de las zonas autorizadas, el primer caso de estas enfermedades no deberd confirmarse basindose
Gnicamente en el método C. Deberd utilizarse también el método A o el B.

Es posible que en algunos casos el material tisular destinado al examen viroldgico tenga que ir acompafiado de material
suplementario para exdmenes bacterioldgicos, parasitologicos, histologicos o de otro tipo que permitan un diagndstico
diferencial.

A. Aislamiento convencional de los virus y posterior identificacién seroldgica de los mismos

I.1. Seleccion de muestras

Para el examen se seleccionardn como minimo 10 peces que muestren los signos tipicos de la necrosis hematopoyé-
tica infecciosa o de la septicemia hemorrdgica viral.

1.2. Preparacién y envio de muestras de peces
Procédase del modo indicado en la parte LL3.
I.3. Recogida de material suplementario para diagndstico
Procédase del modo indicado en la parte 11.4.
II. Preparacion de las muestras para el examen viroldgico
Procédase del modo indicado en la parte LIL
III. Examen viroldgico
Procédase del modo indicado en la parte LIIL
IV. Identificacién del virus

Procédase del modo indicado en la parte LIV

B. Aislamiento e identificacién seroldgica simultdnea de los virus
L.1. Seleccién de muestras
Procédase del modo indicado en la parte ILA.LI.
1.2. Preparacién y envio de muestras de peces

Procédase del modo indicado en la parte L1.3.
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1.3. Recogida de material suplementario para diagndstico
Procédase del modo indicado en la parte LL4.
I.1. Homogeneizacién de los drganos
Procédase del modo indicado en la parte LIL2.
I1.2. Centrifugado del homogeneizado

El homogeneizado se centrifugard a una aceleraciéon de entre 2000 y 4 000 x g durante 15 minutos, en una
centrifugadora refrigerada a una temperatura comprendida entre 2 y 5 °C, y el sobrenadante se recogerd y se tratard
durante cuatro horas a 15 °C con antibidticos, por ejemplo, 1mg/ml de gentamicina, o se filtrard (0,45 pg) por una
membrana con baja afinidad por las proteinas.

I1.3. Tratamiento del sobrenadante con antisueros para diagndstico

La suspension de drganos tratada con antibidticos o filtrada por membrana se diluird a 1:10 y 1:1 000 en medio de
cultivo celular; se mezclardn alicuotas suyas a partes iguales con los reactivos enumerados en la parte LIV.2 y se
incubardn durante 60 minutos a 15 °C.

IIL.1. Medios y cultivos celulares
Procédase del modo indicado en la parte LIILI.
1L.2. Inoculacién de los cultivos celulares

De cada mezcla de suero y virus (preparada del modo indicado en la parte ILB.IL3), se inoculardn al menos dos
cultivos celulares por linea celular con 50 pl cada uno.

I1L.3. Incubacion de los cultivos celulares
Procédase del modo indicado en la parte LIIL3.
IIl.4. Microscopia

Se observardn diariamente a 40-150 aumentos los cultivos celulares inoculados para comprobar si se han producido
ECP. Si se evita la aparicién de ECP con alguno de los antisueros utilizados, el virus podrd considerarse identificado.

En caso contrario, se iniciardn los procedimientos de identificacién del virus de conformidad con la parte LIV.

I1.5. Subcultivos

Si no se han observado ECP después de siete a diez dias, se realizardn subcultivos a partir de los cultivos inoculados
con sobrenadante y medio (parte ILB.IL3) con arreglo a la parte LIIL5.

C. Otras técnicas de diagndstico

Las técnicas IFAT o ELISA descritas en las partes LIV.3 y LIV.4, respectivamente, se podrdn aplicar al sobrenadante, que se
habrd preparado del modo indicado en la parte LIL.2. Estas técnicas rdpidas se completardn con un examen viroldgico con
arreglo a los puntos A o B antes de que hayan transcurrido 48 horas desde la toma de la muestra, si:

a) se obtiene un resultado negativo, o

b) se obtiene un resultado positivo con material que constituya el primer caso de necrosis hematopoyética infecciosa o
septicemia hemorrdgica viral en una zona autorizada.

El material tisular podrd someterse a otras técnicas de diagnéstico como la RCP-TI, la IF realizada con cortes congelados o
la inmunohistoquimica realizada con material fijado con formol. Estas técnicas deberdn completarse siempre con la
inoculacién en cultivos celulares de material tisular no fijado.

PARTE III

Demostracién documental de la ausencia de septicemia hemorrdgica viral, de necrosis hematopoyética infecciosa
o de ambas en zonas o en explotaciones situadas en zonas no autorizadas

Directrices y criterios aplicables a un programa oficial de inspeccién sanitaria

1. Sélo se podrd iniciar un programa de inspeccién sanitaria:

— tras haber aplicado un programa de erradicacion del virus de la septicemia hemorrdgica viral o del virus de la
necrosis hematopoyética infecciosa reconocido oficialmente, en virtud del cual se hayan retirado todos los peces de
las instalaciones y éstas se hayan limpiado, desinfectado y dejado en reposo antes de volver a abastecerlas con
peces procedentes de explotaciones autorizadas, o

— en explotaciones piscicolas en las que no haya precedentes de infeccion con los virus de estas enfermedades.
2. El programa de inspeccién sanitaria deberd constar tanto de inspecciones clinicas como de exdmenes de laboratorio.

3. El programa deberd incluir dos inspecciones sanitarias clinicas anuales realizadas de conformidad con las directrices
recogidas en la parte I
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4. En al menos una de las inspecciones llevadas a cabo cada afio, se recogeran 30 muestras de tejidos de peces o de
fluido ovérico de cada explotacion piscicola. Las muestras se seleccionardn, preparardn y someterdn a examen de
laboratorio de conformidad con las partes I, II y IV.

5. El programa de inspeccién sanitaria se llevard a cabo durante al menos cuatro afios en todas las explotaciones de la
zona o en la explotacién (situada en una zona no autorizada) que vayan a autorizarse.

6. Para que se reconozca oficialmente el programa, no deberd darse ni detectarse ningtin caso de septicemia hemorragica
viral ni de necrosis hematopoyética infecciosa (ni infecciones clinicas ni aislamientos de virus).

PARTE IV

Procedimiento de titulacion para comprobar la sensibilidad de los cultivos celulares a la infeccion

A continuacién se recogen los procedimientos de titulacion recomendados mencionados en la parte LIIL3.

Se deberdn emplear al menos dos cepas de virus de la septicemia hemorrdgica viral y una cepa de virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa. Las cepas deberdn representar los principales grupos de virus presentes en la Unién Europea;
por ejemplo, en el caso del virus de la septicemia hemorrégica viral, se deberd elegir una cepa patogénica para la trucha
arco iris de agua dulce y una cepa de agua salada patogénica para el rodaballo, y en el caso del virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa se deberd elegir una cepa patogénica para la trucha arco iris de Europa. Deberdn emplearse
cepas bien definidas procedentes de los Estados miembros. El laboratorio comunitario de referencia para las enfermedades
de los peces puede suministrar cepas de referencia.

En tubos de cultivo celular con células BF-2 o RTG-2, en el caso del virus de la septicemia hemorrdgica viral, y con células
EPC o FHM, en el del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa, se propagaran lotes de virus de un niimero bajo de
pases en cultivos celulares. Se deberd emplear un medio de cultivo celular con, al menos, un 10 % de suero. En la
inoculacién deberd emplearse una MOI baja (< 1).

Con los ECP totales presentes, se recogerd el virus mediante centrifugado del sobrenadante del cultivo celular a 2 000 x g
durante 15 minutos, se esterilizard pasdndolo por un filtro de membrana de 0,45 pm y se distribuird en criotubos
etiquetados. El virus se mantendrd a —80 °C.

Una semana después de la congelacion, se descongelardn tres tubos de cada virus colocdndolos en agua fria y se titulardn
con sus lineas celulares respectivas. Cada cepa de virus se descongelard y titulard al menos cada seis meses o si se sospecha
que la sensibilidad de una linea celular se ha visto reducida.

Se deberdn describir detalladamente los procedimientos de titulacién y se deberd seguir el mismo procedimiento cada vez.

La titulacién por dilucién hasta el limite se efectuard utilizando al menos seis tubos en cada fase de dilucién. Los titulos se
comparardn con los obtenidos previamente. Si el titulo de uno de las tres cepas de virus es inferior en un factor igual o
superior a 2 unidades logaritmicas, respecto al titulo inicial, no deberd volver a utilizarse la linea celular para fines de
vigilancia.

Si en el laboratorio se guardan distintas lineas celulares, cada una deberd examinarse por separado.

Los registros se conservardn al menos diez aflos.

PARTE V

Acrénimos y abreviaturas

BEF-2 Fibroblasto de alevin de Lepomis macrochirus (linea celular)

ECP Efectos citopatogénicos

LCR Laboratorio comunitario de referencia para las enfermedades de los peces
ELISA Prueba de inmunoabsorcién enzimdtica

EPC Epithelioma papulosum cyprini (linea celular)

FHM Pimephales promeles (linea celular)

FITC Isotiocianato de fluoresceina

Hepes Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etano-sulfénico

HRP Peroxidasa de rdbano

IF Inmunofluorescencia

[FAT Prueba de fluorescencia indirecta para la detecciéon de anticuerpos
(V)NHI (Virus de la) necrosis hematopoyética infecciosa

(V)NPI (Virus de la) necrosis pancredtica infecciosa

MEM Medio minimo fundamental
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MOI Multiplicidad de infeccién (proporcién del niimero de particulas viricas infecciosas afiadido a un niimero
conocido de células de un cultivo)

OPD Orto-fenilendiamina

PBS Solucién salina amortiguadora fosfatada

RTG-2 Goénadas de trucha arco iris (linea celular)

RCP-TI Reaccién de polimerizacién en cadena con transcripcion inversa

Tris-HC1 Tris (hidroximetil) aminometano-HC1

TRITC Isotiocianato de tetrametil-rodamina

(V)SHV (Virus de la) septicemia hemorrdgica viral.



