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II

(Nelegislativni akty)

ROZHODNUTI

PROVADECI ROZHODNUTI KOMISE (EU) 2015/1554
ze dne 11. z4fi 2015,

kterym se stanovi provddéci pravidla ke smérnici 2006/88/ES, pokud jde o pozadavky na metody
dozoru a diagnostické metody

(ozndmeno pod cislem C(2015) 6188)

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na smérnici Rady 2006/88/ES ze dne 24. fijna 2006 o veterindrnich pozadavcich na Zivocichy pochdzejici
z akvakultury a produkty akvakultury a o prevenci a tlumeni nékterych ndkaz vodnich Zivocichti (!), a zejména na ¢l. 49
odst. 3, ¢l. 50 odst. 4, ¢l. 57 pism. b) a ¢€l. 61 odst. 3 uvedené smérnice,

vzhledem k témto davodam:

(1)  Smérnice 2006/88/ES stanovi minimalni preventivn{ opatfeni k dozoru nad ndkazami uvedenymi na seznamu
v piiloze IV této smérnice (ddle jen ,ndkazy uvedené na seznamu®) a k jejich v€asnému zjitén{ a tlumen, kterd
maji byt pouzZita v pfipadé podezieni na ndkazy uvedené na seznamu nebo potvrzeni jejich ohniska. Stanovi také
pozadavky na dosazeni statusu Gizemi prostého nakazy, pokud jde o ¢lenské stdty ¢ jejich oblasti nebo jednotky.

(2)  Eradikace ndkaz uvedenych na seznamu a dosaZeni statusu tGzemi prostého ndkazy ur¢itym clenskym stitem,
jeho oblasti nebo jednotkou by mély v celé Unii vychdzet z tychz zdsad a fidit se tymz védeckym piistupem. Je
tedy nezbytné stanovit na Grovni Unie konkrétni pozadavky na programy pro dozor a eradikaci a na metody
odbéru vzorki a diagnostické metody, jez maji ¢lenské staty pouzivat za ticelem dosaZeni statusu Gzemi prostého
nakazy v ¢lenském staté jako celku ¢i v jeho oblasti nebo jednotce.

(3)  Laboratorni{ vysetieni, jezZ maji byt provadéna v pfipadé podezfeni na vyskyt nakaz uvedenych na seznamu nebo
jejich potvrzeni by méla byt na trovni Unie totoznd a méla by se fidit tymiz védeckymi normami a protokoly.
V souladu se smérnici 2006/88/ES je nezbytné zavést konkrétni diagnostické metody a postupy, jez budou
pouzivat laboratofe ur¢ené pro tento tcel pfislusnym orgdnem clenskych stata.

(4)  Mezindrodn{ zdkonik zdravi vodnich Zivoc¢ichti (ddle jen ,Kodex zdravi vodnich Zivoc¢ichd“) pfijaty Svétovou
organizaci pro zdravi zvifat (OIE) stanovi normy pro zlepSeni zdravi vodnich Zivo¢icht a dobré Zivotni
podminky chovanych ryb v celosvétovém méfitku, véetné norem pro bezpeény mezindrodni obchod s vodnimi
Zivocichy a jejich produkty. Rada kapitol Kodexu zdravi vodnich Zivocichi obsahuje doporuceni tykajici se
pouzivani urditych diagnostickych testd. Tyto testy stanovené OIE se popisuji v Pirucce diagnostickych testl pro
vodni Zivocichy OIE (dale jen ,pfirucka testl pro vodni Zivocichy“). V zdjmu zajisténi toho, aby pozadavky Unie
na diagnostiku ndkaz vodnich Zivo¢icht odpovidaly mezindrodnim normdm, by pravidla stanovend v tomto
rozhodnuti méla vzit v Gvahu normy a doporuceni Kodexu zdravi vodnich Zivocichd.

() UF.vést. L 328,24.11.2006, s. 14.
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V tomto ohledu uvadi Kodex zdravi vodnich Zivocicht k mnoha ndkazdm uvedenym na seznamu nékteré testy
a postupy, jez se pouziji pro ucely laboratornich vySetfeni. V zdjmu zaji§téni jednotného védeckého vychodiska
pro diagnostickou praci tykajici se ndkaz uvedenych na seznamu na trovni Unie je nezbytné z diagnostickych
testd a postupti doporucenych OIE vybrat a konkrétné stanovit, které testy by mély byt pro tcely laboratorniho
vySetfeni pfi provadéni programt dozoru a k vylouceni podezieni na vyskyt ndkaz uvedenych na seznamu nebo
jejich potvrzeni povinné. PrestoZe v ur¢itych ptipadech bude také zapotebi mit k dispozici alternativni metody
a postupy, mély by se zajistit popisy a urcitd védeckd vysvétleni ohledné toho, kdy a jak by se tyto alternativni
metody mohly pouzit. Obzvlasté dileZité to je u podrobnéjsich diagnostickych postupi.

K dosazeni pfesnych a reprodukovatelnych diagnostickych vysledka je dilezité, aby byly podrobné postupy
a protokoly, jez se maji pouZivat, potvrzeny v souladu s piislusnymi normami jakosti uvedenymi v ¢asti
I piilohy VI smérnice 2006/88/ES. U mnohych diagnostickych metod, jez toto rozhodnuti stanovi, je pouZzivani
komer¢né dostupnych testovacich sad nezbytnou soucasti diagnostickych protokold, pfiemz referencni
laboratofe Evropské unie (EURL) pro pifslusné ndkazy tyto sady potvrdily akreditovanymi testy. V zdjmu prdvni
jistoty by obchodni ndzvy téchto potvrzenych komercnich sad mély byt v tomto rozhodnuti uvedeny.

Pro nékteré ¢lenské stity mize byt dosazeni statusu tizemi prostého nikazy, pokud jde o jednu ndkazu uvedenou
na seznamu nebo o vice téchto nédkaz, pro cely stit ¢i jednu jeho oblast nebo jednotku obtizné. V téchto situacich
si dotéeny c¢lensky stdt nemusi prat, aby status tizemi prostého ndkazy v souvislosti s ndkazami uvedenymi na
seznamu ziskal ¢i aby si jej obnovil. Minimalni opatfeni ke tlumen{ ndkaz, jeZ je tfeba uplatiovat v ptipadech,
kdy si dotceny clensky stit ziskat nebo obnovit status tizemi prostého ndkazy nepteje, by méla byt na drovni
Unie totoznd a méla by se fidit tymiz kritérii. Je proto v souladu se smérnici 2006/88/ES nezbytné stanovit
podrobnd pravidla pro zamezeni sifeni téchto ndkaz uvedenych na seznamu a minimalni pozadavky na zruseni
téchto opatfeni k zamezeni Sifeni ndkaz.

Rozhodnuti Komise 2001/183ES (') stanovi pozadavky tykajici se plant odbéru vzorkd a diagnostickych metod
pro zji§tovani a potvrzovadni ndkaz uvedenych na seznamu, a to infekéni nekrézy krvetvorné tkdné a virové
hemoragické septikémie. Rozhodnuti Komise 2003/466/ES (3 stanovi pozadavky t}’lkajici se plant odbéru vzorkt
a d1agnost1ckych metod pro zjistovani vyskytu nakazlivé chudokrevnosti lososti a rovnéz kritéria pro vymezeni
pdsem a tGfedni dozor pii podezfeni na vyskyt této ndkazy a po jejim potvrzeni. Rozhodnuti Komise
2002/878[ES (°) stanovi pozadavky tykajici se plint odbéru vzorki a diagnostickych metod pro zjistovani
a potvrzovani vyskytu dvou ndkaz mékkysa, bonamidzy (Bonamia ostreae) a marteiliézy (Marteilia refringens). Za
Gcelem aktualizace pozadavkli by vySe uvedend tfi rozhodnuti méla byt nahrazena timto rozhodnutim.
Rozhodnuti 2001/183|ES, rozhodnuti 2002/878/ES a rozhodnuti 2003/466/ES by tedy méla byt zruSena.

Jelikoz nékteré ¢lenské stity potfebuji ¢as na modernizaci svych ndrodnich referen¢nich laboratoti, aby vyhovély
pozadavkim stanovenym v tomto rozhodnuti, mélo by se toto rozhodnuti pouzit od 1. dubna 2016.

Opatfeni stanovend timto rozhodnutim jsou v souladu se stanoviskem Stdlého vyboru pro rostliny, zvifata,
potraviny a krmiva,

PRIJALA TOTO ROZHODNUT!:

Cldnek 1

Predmét

Toto rozhodnuti stanovi pravidla pro:

a) dozor, ndraznikové zény, metody odbéru vzorkd a diagnostické metody, jez maji Clenské stity pouzivat v souvislosti
s ndkazovym statusem clenskych stdtd ¢ jejich oblasti nebo jednotek v piipadé neexotickych ndkaz vodnich
zivocicht uvedenych na seznamu v &asti I p¥ilohy IV smérnice 2006/88/ES (ddle jen ,ndkazy uvedené na seznamu*);

() Rozhodnuti Komise 2001/183/ES ze dne 22. tinora 2001, kterym se stanovi plany odbéru vzorki a diagnostické metody pro zjistovani
a potvrzovani nékterych ndkaz ryb a kterym se zrusuje rozhodnutf 92/532/EHS (Uf. vést. 1 67, 9.3.2001, 5. 65).

(* Rozhodnuti Komise 2003/466/ES ze dne 13. Cervna 2003, kterym se stanovi kritéria pro vymezeni pdsem a Gfedni dozor pfi podezieni
navys (f)t nakazlivé chudokrevnosti lososti (ISA) nebo po jeho potvrzeni (Uf. vést. L 156, 25.6.2003, s. 61).

) Rozho

uti Komise 2002/878[ES ze dne 6. listopadu 2002 o pldnech odbéru vzorkis a dlagnostlckych metoddch pro zji§tovani

a potvrzovan{ vyskytu dvou nikaz mékkyst, bonamiézy (Bonamia ostreae) a marteiliézy (Marteilia refringens) (Ut. vést. L 305, 7.11.2002,
s.57).
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b) diagnostické metody, jez se maji pouzivat pro laboratorni vySetfeni v ptipadé podezieni na vyskyt ndkaz uvedenych
na seznamu nebo jejich potvrzent; a

¢) minimdln{ opatfen{ ke tlumeni ndkaz, jez je tfeba pouzit v piipadé podezieni na vyskyt nikazy uvedené na seznamu
v Clenském stité, jeho oblasti nebo jednotce, které nebyly prohldSeny za prosté této ndkazy uvedené na seznamu,
nebo potvrzeni uvedené ndkazy.

Cldnek 2
Definice

Pro tcely tohoto rozhodnuti se pouZiji tyto definice:

.76

a) ,virovou hemoragickou septikémii* (,VHS“) se rozumi ndkaza zptsobend virem hemoragické septikémie (,VHSV*),
zndmym také jako egtvedsky virus, ndleZejicim k rodu Novirhabdovirus a ¢eledi Rhabdoviridae;

b) ,infekéni nekrézou krvetvorné tkdné“ (,JHN“) se rozumi ndkaza zptsobend virem infekéni nekrézy krvetvorné tkané
(,IHNV*) nélezejicim k rodu Novirhabdovirus a ¢eledi Rhabdoviridae;

¢) ,koi herpesvirézou“ (,KHVD") se rozumi ndkaza zptsobend koi herpesvirem (,KHV*) nédleZejicim do &eledi Alloherpe-
sviridae. Védecky ndzev tohoto viru je herpesvirus kaprovitych ryb 3 (CyHV-3);

d) ,nakazlivou chudokrevnosti losost“ (,ISA“) se rozumi infekce zptsobend virem chudokrevnosti losost (ISAV) s deleci
ve vysoce polymorfni oblasti, ndleZejicim k rodu Isavirus a ¢eledi Orthomyxoviridae;

e) ,infekci Marteilia refringens” se rozumi nakaza zptisobend infekci paramyxovirem Marteilia refringens pusobicim
protozodrni nikazy;

f) ,infekci Bonamia ostreae“ se rozumi nakaza zptisobend infekci virem haplosporidie Bonamia ostreae pusobicim
protozodrni ndkazy;

g) ,béloskvrnitosti“ (white spot disease — ,WSD*) se rozumi ndkaza zptsobend virem béloskvrnitosti (WSSV), coz je
virus napadajici dvousroubovici DNA z rodu Whispovirus a ¢eledi Nimaviridae.

Cldnek 3
Minimélni poZadavky na programy pro dozor a eradikaci

Clenské stéty zajisti, aby se pii udélovani, odebirni nebo obnové statusu Gzemi prostého ndkazy tykajictho se jedné
nebo vice z ndkaz uvedenych na seznamu ur¢itému ¢lenskému stdtu ¢i jeho oblasti nebo jednotce dodrzovala pravidla
upravujici programy pro dozor a eradikaci, ndraznikové zény, metody odbéru vzorki a diagnostické metody stanovené
v piiloze I a konkrétni metody a podrobné postupy stanovené v piiloze II.

Cldnek 4
Minimélni poZadavky na diagnostické metody a konkrétni postupy

Clenské staty zajisti, aby se pfi provddéni laboratornich vysetfeni za Géelem potvrzeni nebo vylouceni vyskytu ndkazy
uvedené na seznamu dodrzovaly metody tlumeni stanovené v piiloze I a konkrétni diagnostické metody a podrobné
postupy stanovené v piiloze II.

Cldnek 5

Minimélni opatfeni ke tlumeni ndkaz k zamezeni Sifeni ndkaz uvedenych na seznamu a minimdlni pozadavky
na zruSeni téchto opatfeni v lenskych stitech, oblastech nebo jednotkdch, které nebyly prohliSeny za prosté
ndkaz uvedenych na seznamu

Clenské staty zajisti, aby se pfi provadéni minimalnich opatfeni ke tlumeni ndkaz a zruseni opatieni k zamezeni §ifeni
ndkaz tykajicich se jedné ¢i vice z ndkaz uvedenych na seznamu v ¢lenském stdté ¢i v jeho oblasti nebo jednotce, jez
nebyly prohldSeny za prosté téchto ndkaz uvedenych na seznamu, dodrzovala minimalni opatfeni ke tlumeni ndkaz
a minimdlni poZadavky na zruSeni opatfeni k zamezen( §ifeni ndkaz stanovené v piiloze 1.
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Cldnek 6
Zruseni

Rozhodnuti 2001/183/ES, 2002/878/ES a 2003/466/ES se zrusuji.

Cldnek 7
Pouzitelnost

Toto rozhodnuti se pouzZije ode dne 1. dubna 2016.

Cldnek 8
Urceni

Toto rozhodnuti je ur¢eno ¢lenskym statim.

V Bruselu dne 11. zai{ 2015.

Za Komisi
Vytenis ANDRIUKAITIS

clen Komise



23.9.2015 Utedni véstnik Evropské unie L 247[5

PRILOHA I

METODY DOZORU A TLUMEN{ NAKAZ

. Uvod
Tato piiloha stanovi:

a) pozadavky na programy pro dozor a eradikaci stanovené v ¢linku 44 smérnice 2006/88/ES a metody odbéru
vzorkd a diagnostické metody pouzivané za tielem prohldSeni ¢lenskych statii &i oblasti nebo jednotek ¢lenskych
statd za prosté ndkazy, jak se stanovi v kapitole VII uvedené smérnice;

b) metody odbéru vzorkti a diagnostické metody, které se maji pouZivat za Gcelem laboratornich vysetfeni v pfipadé
podezieni a k potvrzeni vyskytu neexotickych ndkaz uvedenych v &asti II piilohy IV smérnice 2006/88/ES (déle
jen ,nakazy uvedené na seznamu®), jak se stanovi v ¢l. 28 pism. a) a ¢l. 57 pism. b) uvedené smérnice;

¢) opatfeni k zamezeni $ifeni ndkazy, jez se pFijmou v pfipadé potvrzeni vyskytu ndkazy uvedené na seznamu podle
¢lanku 39 smérnice 2006/88ES, a opatien, jez se pfijmou za Glelem ziskdni ndkazového statusu kategorie III
v piipadé ¢clenského stitu, oblasti nebo jednotky, které maji ndkazovy status kategorie V.

Pozadavky stanovené v této pfiloze se vztahuji na tyto ndkazy uvedené na seznamu:

1. | Virovd hemoragickd septikémie (VHS) Cast 1
2. | Infekéni nekréza krvetvorné tkdné (IHN) Cast 1
3. | Koi herpesviréza (KHV) Cést 2
4. | Nakazlivd chudokrevnost lososti (ISA) Cast 3
5. | Marteilidza (Marteilia refringens) Cést 4
6. Bonamibza (Bonamia ostreae) Cast 5
7. | Béloskvrnitost (White spot disease) Cast 6

II. Definice
Pro tcely pfiloh I a II se pouZiji tyto definice:

a) ,Kontinentdln{ jednotkou“ se rozumi jedno nebo vice hospodafstvi nachdzejici se v kontinentdlni ¢4sti jednoho ¢i
vice ¢lenskych statd v rdmci spole¢ného systému biologické bezpecnosti a obsahujici populaci vodnich zivocichi
s jednozna¢nym ndkazovym statusem ve vztahu ke konkrétni ndkaze.

b) ,Kontinentdlnim hospodaistvim“ se rozumi hospodafstvi chovajici Zivocichy pochazejici z akvakultury, které se
nachdzi v kontinentdlni &sti nékterého z ¢lenskych statd.

¢) ,Kontinentdlni oblasti se rozumi pfesné zemépisné vymezend oblast v kontinentdlni ¢asti jednoho nebo vice
¢lenskych statd s jednotnym hydrologickym systémem sestdvajicim z ¢asti povodi od pramene (prament) aZ po
pfirodni nebo umélou prekdzku zabranujici migraci vodnich Zivocicht z niZze polozenych dsekd povodi proti
proudu, celé povodi od pramene (pramentl) aZ k tsti do mofe nebo vice neZ jedno povodi, véetné prislusnych st
do mofe, v disledku epizootologické souvislosti mezi povodimi prostfednictvim dsti.
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d) ,Hospodéfstvim tfedné prohldSenym za zamofené“ se rozumi hospodéistvi chovajici vodni Zivocichy, kde byl
piislusnym orgdnem potvrzen vyskyt jedné nebo vice ndkaz uvedenych na seznamu v souladu s ¢l. 28 pism. a),
lankem 29 a ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88/ES.

e) ,Kontaktnim hospodéfstvim“ se rozumi hospodafstvi chovajici vodni Zivocichy, u néz bylo prokdzano nebo
existuje silné podezfeni, Ze bylo kontaminovino infekénim materidlem z hospodafstvi tfedné prohldseného za
zamorfené.

CAST 1

METODY DOZORU A TLUMENI NAKAZY V PRIPADE VIROVE HEMORAGICKE SEPTIKEMIE (VHS) A INFEKCN{
NEKROZY KRVETVORNE TKANE (IHN)

L PoZzadavky na programy pro dozor a eradikaci za icelem ziskini a zachovdni statusu dizemi prostého nikazy, pokud

jde o VHS a IHN, a opatfeni k zamezeni $ifeni téchto nikaz uvedenych na seznamu
L1 Obecné pozadavky na kontroly zdravotni nezdvadnosti a odbér vzorkd v piipadé VHS a THN:

a) kontroly zdravotni nezdvadnosti a pfipadné odbér vzorkd se provadéji v obdobi, kdy je teplota vody nizsi
nez 14 °C nebo kdykoliv je pravdépodobné, Ze teplota vody dosdhne svého nejnizstho bodu v roce;

b) je-li v souladu s piilohou V ¢dsti I bodem 2 odst. 2 smérnice 2006/88/ES zapotiebi cileny dozor u volné
zijicich populaci, uréi se pocet a zemépisné rozlozeni mist odbéru vzorkl tak, aby bylo dosazeno
piiméfeného pokryti ¢lenského stitu, oblasti nebo jednotky. Mista odbéru vzorkil se vybiraji tak, aby byly
zastoupeny ruzné ekosystémy, kde se nachdzeji volné Zijici populace vnimavych druht;

¢) maji-li byt hospodafstvi nebo volné Zijici populace podrobeny kontroldm zdravotni nezdvadnosti ¢i odbéru
vzorkd Castéji nez jednou ro¢né, ¢ini intervaly mezi jednotlivymi kontrolami zdravotni nezdvadnosti a mezi
odbéry vzorkl alespon ¢tyfi mésice a jsou pokud mozno co nejdelsi s pfihlédnutim k pozadavkim na teplotu
stanovenym v pismenu a);

d) u v3ech vyrobnich jednotek, napt. rybnikd, nadrzi, sitovych kleci, se kontroly zdravotni nezdvadnosti zamét
na ptitomnost mrtvych, slabych ¢ abnormdlné se chovajicich ryb. Zvlastn{ pozornost je tieba vénovat oblasti
odtoku vody, kde se zpravidla shromazd'uji slabé ryby, protoze voda zde prouds;

e) ryby vnimavych druht se k odbéru vzorka vyberou takto:

i) je-li pfitomen pstruh duhovy, vyberou se k odbéru vzorkd pouze ryby nalezejici k uvedenému druhu,
s vyjimkou pfipadd, kdy jsou pftomny jiné vnimavé druhy, které vykazuji typické zndmky VHS nebo
IHN; neni-li pfitomen pstruh duhovy, musi byt ve vzorku zastoupeny viechny ostatni vnimavé druhy, jez
jsou pfitomny;

i) jsou-li piitomny slabé, abnormdlné se chovajici nebo Cerstvé uhynulé, ale nerozklddajici se ryby, vyberou
se tyto ryby; pokud je pro produkci ryb vyuzivan vice neZ jeden vodni zdroj, zatadi se do vzorku ryby
tak, aby byly zastoupeny viechny vodni zdroje;

iii

=

ryby se vyberou tak, aby ve vzorku byly pomérné zastoupeny vsechny vyrobni jednotky hospodarstvi
i vechny ro¢niky.

1.2 Konkrétni pozadavky na ziskdn{ statusu Gzemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde o VHS a IHN
1.2.1  Programy dozoru:

a) clensky stdt, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie Il uvedeny v pifloze III ¢dsti B
smérnice 2006/88/ES, pokud jde o VHS, IHN ¢ o obé ndkazy, mohou dosihnout ndkazového statusu
kategorie I, pokud jde o tyto ndkazy uvedené na seznamu, za pfedpokladu, Ze vSechna hospodafstvi chovajici
vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢dsti II zminéné smérnice v daném c¢lenském staté, oblasti nebo jednotce
spliiuji pozadavky stanovené v piiloze V uvedené smérnice a Ze se tato hospodéfstvi, a vyZaduje-li to
piiloha V ¢&ist I bod 2 druhy pododstavec uvedené smérnice, i mista odbéru vzorkt u volné Zijicich populaci
vybranych v souladu s touto ¢dsti uvedené piilohy podrobila jednomu z téchto programa dozoru:
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[2.2

[2.2.1

i) model A — dvoulety program dozoru:

Hospodaistvi nebo mista odbéru vzorkd musi byt podrobena kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru
vzorkd minimdlné po dobu dvou let po sobé, jak je stanoveno v tabulce 1.A uvedené v oddile IL

Za toto dvouleté obdobi musi vySetfeni vSech vzorki pomoci diagnostickych metod stanovenych
v bodé 1.2 dospét k negativnim vysledkim, pokud jde bud o VHS, nebo IHN, ¢&i o obé ndkazy a jakékoliv
podezieni bud na VHS, nebo na IHN ¢ obé nakazy musi byt vylouceno metodami odbéru vzorki a dia-
gnostickymi metodami stanovenymi v bodg I1.3;

ii) model B — ¢tyflety program dozoru se snizenym mnoZstvim vzorkd:

Hospodaistvi nebo mista odbéru vzorkd musi byt podrobena kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru
vzorkd minimdlné po dobu Ctyf let po sobg, jak je stanoveno v tabulce 1.B uvedené v oddile II.

Za toto Ctyfleté obdobi musi vySetfeni vSech vzorkd pomoci diagnostickych metod stanovenych
v bodé 1.2 dospét k negativnim vysledkiim, pokud jde bud o VHS, nebo IHN, ¢i o obé nikazy a jakékoliv
podezieni bud na VHS, nebo na IHN ¢i obé ndkazy musi byt vylouceno metodami odbéru vzorkd a dia-
gnostickymi metodami stanovenymi v bodg I1.3;

b) budeli v pribéhu provadéni programu dozoru uvedeného v pismenu a) v hospoddfstvi zafazeném do
uvedeného programu dozoru potvrzena infekce bud VHS, nebo IHN, nebo obéma ndkazami, a bude-li tedy
hospodafstvi odnat ndkazovy status kategorie II, mizZe uvedené hospodafstvi okamzité ziskat sviij ndkazovy
status kategorie Il zpét a pokracovat v provadén{ programu dozoru za ticelem ziskdn{ statusu tizemi prostého
ndkazy bez provedeni programu eradikace stanoveného v bodé 1.2.2 za predpokladu, Ze spliuje tyto
podminky:

i) jednd se o kontinentdlni hospodafstvi, jehoz ndkazovy status, pokud jde bud o VHS, nebo o IHN, nebo
o ob¢é ndkazy, je nezdvisly na ndkazovém statusu populaci vodnich Zivocichti v okolnich pfirodnich
vodach, pokud jde o tyto ndkazy uvedené na seznamu, a to v souladu s piilohou V ¢asti II bodem 3
smérnice 2006/88/ES;

ii) je vyklizeno, vyciSténo, vydezinfikovino a ponechdno ladem (bez obsidky); doba ponechdni ladem ¢ini
alespon Sest tydnt;

iii) jsou do né& nové doplnény ryby z clenskych stitdi, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem
kategorie I, pokud jde bud o VHS, nebo o IHN, ¢ o obé nékazy.

Programy eradikace
Obecné pozadavky

Clensky stét, oblast nebo jednotka s ndkazovym statusem kategorie V, pokud jde bud o VHS, nebo o IHN, &
o obé ndkazy, mize dosdhnout nakazového statusu kategorie I, pokud jde o tyto ndkazy uvedené na seznamu,
za predpokladu, Ze se viechna hospodafstvi v rdmci clenského stitu, oblasti nebo jednotky, kterd chovaji
vnimavé druhy uvedené v piiloze IV &sti 1l smérnice 2006/88/ES, podrobila programu eradikace, jenz spliuje
pismena a) az e):

a) musi byt G¢inné pouzita minimalni opatfeni pro tlumeni ndkazy stanovend v kapitole V oddile 4 smérnice
2006/88[ES a v blizkosti hospodéfstvi tifedné prohldsenych za zamofend bud VHS, nebo IHN, nebo obéma
témito ndkazami uvedenymi na seznamu musi byt vytvofena uzaviend oblast uvedend v ¢l. 32 pism. b)
uvedené smérnice, kterd zahrnuje ochranné pasmo a pasmo dozoru.

Uzaviend oblast musi byt vymezena pfipad od p¥ipadu s ohledem na faktory ovliviiujici rizika rozsiteni této
ndkazy uvedené na seznamu na chované a volné Zijici ryby, jako je pocet, vyskyt a rozlozeni ryb
v hospodafstvi zamofeném bud VHS, nebo IHN, nebo obéma ndkazami, vzdalenost a hustota sousednich
hospodafstvi, blizkost jatek, kontaktni hospodafstvi, druhy pfitomné v hospodafstvich, chovné postupy
pouzivané v postizenych hospodéfstvich a hospodéistvich sousedicich s postizenymi hospodafstvimi,
hydrodynamické podminky a jiné urcené faktory epizootologického vyznamu.
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Pro vytvoreni ochrannych pdsem a pasem dozoru plati, pokud jde o jejich zemépisné vymezeni, tyto
minimdlni pozadavky:

i) ochranné pdsmo se vytvoii v bezprostfedni blizkosti hospodafstvi tifedné prohldseného za zamotené bud
VHS, nebo IHN, nebo obéma témito nakazami uvedenymi na seznamu a odpovida:

1) v pobfeznich oblastech: oblasti kruhového pudorysu o poloméru pfinejmensim jednoho posunu
piilivu nebo pfinejmensim 5 km, podle toho, ktery je vétsi, jejimz stfedem je hospodafstvi tifedné
prohldsené za zamofené bud VHS, nebo IHN, nebo obéma témito ndkazami, nebo obdobné oblasti
uréené na zdkladé prislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tdajt;

2) ve vnitrozemskych oblastech: celému povodi hospodaistvi tifedné prohldseného za zamotfené VHS,
IHN nebo obéma ndkazami; pifslusny orgdn miZe omezit rozsah pdsma na &sti povodi ¢ na plochu
hospodéistvi za pfedpokladu, Ze neni ohrozena prevence Sifeni bud VHS, nebo IHN, nebo obou ndkaz;

ii) ptislusny orgdn vytvoii vné ochranného pasma pasmo dozoru, které odpovida:

1) v pobieznich oblastech: plose, kterd kolem ochranného pdsma pfesahuje padsma posunu piilivu, nebo
plose, kterd kolem ochranného pdsma pfesahuje pdsma posunu piilivu, nebo plose kruhového
ptdorysu o poloméru 10 km od stfedu ochranného pdsma nebo obdobné oblasti uréené na zikladé
piislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tdajd;

2) ve vnitrozemskych oblastech: rozsifené oblasti vné vytvofeného ochranného pdsma;

b) vSechna hospodéistvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV Cdsti Il smérnice 2006/88/ES v rdmci
ochranného pdsma, kterd nebyla tfedné prohldSena za zamorend bud VHS, nebo IHN, nebo obéma
ndkazami, se podrobi Gfednimu Setfent, jehoZ soucdst je alespon:

i) odbér vzorkd 10 ryb k vySetfeni, jsou-li pozorovany klinické nebo postmortdlni pi{znaky odpovidajici
infekci bud VHS, nebo THN, ¢ obéma ndkazdm, nebo minimalné 30 ryb, nejsou-li pozorovany klinické
ani postmortalni piiznaky;

ii) jedna kontrola zdravotni nezdvadnosti v hospodafstvich, kde vySetteni uvedend v bodé i) piinesla negativni
vysledky; kontroly zdravotni nezdvadnosti pokracuji jednou mési¢né v obdobi, kdy je teplota vody nizsi
nez 14 °C, s vyjimkou piipadd, kdy jsou rybniky nebo sitové klece pokryty ledem, a to az do odvoldni
ochranného pdsma v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. c);

¢) viechna hospodafstvi Gfedné prohldsend za zamotend bud VHS, nebo IHN, nebo obéma ndkazami se vyklidi,
vycisti, vydezinfikuji a ponechaji ladem. Doba ponechdni ladem ¢ini alesponi Sest tydnd. Po vyklizeni viech
hospodatstvi tfedné prohldsenych za zamofend v rdmci téhoZz ochranného pdsma ndasleduje alespon
tiitydenni synchronizované ponechdni ladem. Toto pismeno se také pouzije na novd hospodafstvi Gfedné
prohldSend za zamotend v priabéhu provddéni programu eradikace.

Po ponechdni hospodéfstvi Gfedné prohldSenych za zamofend ladem se ochrannd pdsma zméni na pdsma
dozoru.

Pislusny organ mtiZe pozadovat, aby byla v rdmci vytvofenych ochrannych pdsem a pdsem dozoru
vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem dali hospodéistvi. Dobu, po kterou jsou tato
hospodafstvi ponechdna ladem, uréi pfislusny orgdn na zdkladé posouzeni rizika v jednotlivych konkrétnich
piipadech;

d) do vSech hospodafstvi tifedné prohldSenych za zamofend bud VHS, nebo IHN, nebo obéma témito nikazami
uvedenymi na seznamu a do vSech ostatnich hospodafstvi ponechanych ladem v rdmci vytvofenych
ochrannych pasem a pasem dozoru uvedenych v pismenu c) se nové doplni ryby z ¢lenskych stdtd, oblasti ¢i
jednotek se statusem tzemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde bud o VHS, nebo o IHN, nebo o obé
nakazy.
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K novému doplnéni dojde pouze tehdy, byla-li vSechna hospoddfstvi tifedné prohldsend za zamofend
vyklizena, vyciSténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. c);

e) vSechna hospodafstvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV &isti I smérnice 2006/88/ES v ramci
¢lenského statu, oblasti nebo jednotky, na které se vztahuje program eradikace, a je-li zapotiebi dozor u volné
zijicich populaci, i mista odbéru vzorkd vybrand v souladu s bodem L1 ndsledné podléhaji programu dozoru
stanovenému v bod¢ 1.2.1.

1.2.2.2 Pozadavky na opétovné ziskani statusu tzemi prostého ndkazy v piipadé kontinentdlnich jednotek zahrnujicich
jedno jediné hospodafstvi, které bylo dffve prohldseno za prosté nakazy bud IHN, nebo VHS, nebo obou ndkaz

Kontinentédlni jednotka zahrnujic{ jedno jediné hospodéistvi, které bylo dfive prohldseno za prosté bud VHS,
nebo IHN, nebo obou téchto ndkaz uvedenych na seznamu, jejiz ndkazovy status, pokud jde o tyto ndkazy
uvedené na seznamu, je nezavisly na okolnich pfirodnich vodich v souladu s pi#ilohou V ¢&isti II bodem 3
smérnice 2006/88/ES a jejiz ndkazovy status kategorie I byl odvoldn v souladu s ¢l. 53 odst. 3 uvedené
smérnice, miZe opét ziskat ndkazovy status kategorie I okamzité poté, co piislusny orgin potvrdi, Ze byly
splnény tyto podminky:

a) hospodafstvi ufedné potvrzené jako zamofené bud VHS, nebo IHN, nebo obéma ndkazami se musi vyklidit,
vydistit, vydezinfikovat a ponechat ladem; doba ponechani ladem musi ¢init alespon Sest tydnt;

b) do hospodéistvi tfedné potvrzeného jako zamotfené bud VHS, nebo IHN, nebo obéma ndkazami se nové
doplni ryby z ¢lenskych statd, oblasti ¢i jednotek s ndkazovym statusem kategorie I, pokud jde bud o VHS,
nebo o THN, nebo o obé ndkazy.

1.3 Konkrétni pozadavky na zachovéni statusu tzemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde bud o VHS, nebo
o IHN

Je-li za G¢elem zachovani ndkazového statusu kategorie I zapotiebi cileny dozor, jak stanovi ¢lanek 52 smérnice
2006/88/ES, podrobi se vSechna hospodafstvi v rdmci dotéeného ¢lenského sttu, oblasti nebo jednotky, kterd
chovaji vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢asti II zminéné smérnice, kontrole zdravotni nezavadnosti
a odeberou se vzorky ryb v souladu s tabulkou 1.C stanovenou v oddile II této ¢dsti, a to s ohledem na tiroven
rizika zavleCeni bud VHS, nebo IHN, ¢i obou téchto ndkaz uvedenych na seznamu u daného hospodafstvi.

Pfi urcovdni Cetnosti kontrol zdravotni nezdvadnosti v ptipadé jednotek s ndkazovym statusem kategorie I,
pokud jde bud o VHS, nebo o IHN, nebo o obé ndkazy, které se nachdzeji v kontinentdlnich celcich a jejichz
ndkazovy status, pokud jde o VHS ¢ IHN, zdvisi na ndkazovém statusu populaci vodnich Zivocichii v okolnich
pifrodnich vodéch v souladu s piflohou V ¢isti Il bodem 2 smérnice 2006/88/ES, je riziko zavleCeni bud VHS,
nebo IHN, nebo obou nédkaz povazovéano za vysoké.

Status tizemi prostého ndkazy je zachovan pouze tehdy, pokud jsou u viech zkousenych vzorkd zjistény pomoci
diagnostickych metod stanovenych v bodé 1.2 negativni vysledky, pokud jde bud o VHS, nebo o IHN, nebo ob¢
tyto ndkazy uvedené na seznamu, a pokud je jakékoliv podezteni bud na VHS, nebo IHN, ¢&i obé tyto nakazy
vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé IL.3.

L4 Pozadavky na zruseni opatfeni k zamezen{ $ifeni ndkazy stanovenych v ¢lanku 39 smérnice 2006/88|ES, tedy
zmény nakazového statusu kategorie V na nakazovy status kategorie III

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji nakazovy status kategorie V, pokud jde bud o VHS, nebo IHN, ¢
obé tyto ndkazy, mohou dosdhnout ndkazového statusu kategorie III, pokud jde o tyto ndkazy uvedené na
seznamu, za predpokladu, Ze:

a) byly splnény pozadavky stanovené v bodé 1.2.2.1 pism. a), b) a ¢). V piipadé, ze ponechdni ladem neni
technicky mozné, podrobi se dotlend hospodafstvi alternativnimu opatfeni, které poskytne téméf obdobnou
zéruku vymyceni bud IHNV, nebo VHSV, nebo obou virli z prostiedi hospodafstvi;

b) do viech hospodéfstvi tifedné prohldsenych za zamofend a do vSech ostatnich hospodafstvi ponechanych
ladem/podrobenych alternativnim opatfenim v souladu s pismenem a) v rdmci vytvofenych ochrannych
pdsem a pdsem dozoru byly nové doplnény ryby z clenskych stdtd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym
statusem kategorie [, I ¢i III, pokud jde bud’ o VHS, nebo o IHN, nebo o obé nékazy;
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¢) k novému doplnéni doslo teprve poté, co byla vSechna hospoddfstvi Gifedné prohldSend za zamotend
vyklizena, vyc¢isténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem/podrobena alternativnim opatfenim v souladu
s pismenem a).

1. Diagnostické metody a metody odbéru vzorki

.1  Odebirané organy:

Zkoumaji se slezina, predledvina a srdce nebo mozek. Je-li odebrdna, maze byt také vySetfena ovaridlni tekutina
nebo semeno genera¢nich ryb.

V ptipadé malého potéru lze rybu krat$i nez 4 cm s pomoci sterilnich nazek nebo sterilntho skalpelu po
odstranéni ¢asti téla, kterd se nachdzi za gastrointestindlnim otvorem, nakrdjet na malé kousky. Pokud se jednad
o vzorek z celé ryby o délce 4 aZz 6 cm, odebiraji se vnitfnosti véetné ledvin.

Smisit se sméji ¢asti organti maximalné z 10 ryb.

.2 Diagnostické metody za Glelem ziskdni a zachovini statusu Gzemi prostého bud VHS, nebo IHN, nebo obou
nakaz

Diagnostickou metodou v souladu se schvdlenymi diagnostickymi metodami a postupy stanovenymi v piiloze II
Casti 1 bodé I za tcelem dosaZeni nebo zachovani statusu prostého ndkazy, pokud jde o VHS, IHN ¢&i obé
nakazy, je:

a) izolace viru v bunéénych kulturdch s ndslednou identifikaci pomoci enzymové imunoanalyzy s enzymem
vazanym na imunosorbent (ELISA), nepfimého imunofluorescen¢niho testu (IFAT), virusneutraliza¢niho testu
¢i kvantitativni polymerdzovd fetézova reakce s reverzni transkripci v redlném case (RT-qPCR); nebo

b) RT-qPCR.

I3 Metody odbéru vzorka a diagnostické metody za Gcelem vylouceni nebo potvrzeni pfitomnosti VHS ¢i [HN

Je-li zapotiebi potvrdit nebo vyloucit podezfeni bud na VHS, nebo na IHN, nebo na obé ndkazy v souladu
s ¢ldnkem 28 smérnice 2006/88ES, dodrzi se tyto postupy kontroly, odbéru vzorka a vysetfeni:

a) podezielé hospoddfstvi se podrobi alesponn jedné kontrole zdravotni nezdvadnosti a jednomu odbéru
vzorktl 10 ryb, jsou-li pozorovany klinické nebo postmortdlni pfiznaky odpovidajici infekci bud VHS, nebo
IHN, ¢ obéma ndkazami, nebo minimalné 30 ryb, nejsou-li pozorovany klinické ani postmortdlni ptiznaky.
Vzorky jsou vySetfeny pomoci jedné nebo vice diagnostickych metod stanovenych v bodech i) a ii) v souladu
s podrobnymi diagnostickymi metodami a postupy stanovenymi v piiloze II ¢dsti 1 oddile II:

i) obvykld izolace viru v bunééné kultute s ndslednou imunochemickou nebo molekuldrni identifikaci viru;
ii) zjistovani viru pomoci RT-qPCR;

iii) jiné diagnostické techniky s prokdzanou obdobnou G¢innosti, naptiklad nepiimy imunofluorescenéni test
(IFAT), enzymovd imunoanalyza s enzymem vdzanym na imunosorbent (ELISA), polymerdzova Fetézovd
reakce s reverzni transkripci v redlném ¢ase (RT-PCR) a imunohistochemickd analyza (IHC).

=

pfitomnost VHS je povazovédna za potvrzenou, jsou-li vysledky jedné nebo vice z uvedenych diagnostickych
metod pozitivni na VHSV. Piitomnost IHN je povaZovdna za potvrzenou, jsou-li vysledky jedné nebo vice
z uvedenych diagnostickych metod pozitivni na IHNV. Prvni pfipad VHS nebo IHN v ¢lenskych statech,
oblastech ¢i jednotkdch, které predtim nebyly zamofené, se potvrzuje na zdkladé obvyklé izolace viru
v buné¢né kultufe nebo z RT-qPCR;

¢) podezieni bud na VHSV, nebo IHNV, nebo oba viry lze vyloucit, jestlize kultiva¢ni vySetfeni ¢i testy RT-gPCR
neodhali dal3i dtikazy pfitomnosti VHSV nebo IHNV.
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Tabulka 1.A

Program dozoru v pfipadé oblasti a jednotek na dvouleté kontrolni obdobi uvedené v bodé 1.2.1 pism. a)
podbodé i) pfed ziskdnim statusu Gzemi prostého nikazy VHS nebo IHN

Pocet kontrol . o Pocet ryb ve vzorku (1)
zdravotni neza- Pocet odbéri
Typ hospodafstvi dnosti K vzorkl za rok
vacnosti za ro (dva roky) Pocet remontnich ryb Pocet generacnich ryb (3
(dva roky)
30 (prvni nebo druhd
a) Hospodéistvi s genera¢nimi 5 ) 50 (prvni kontrola) kontrola)
rybami 75 (druhd kontrola) 0 (prvni nebo druhd
kontrola)
b) Hospodéistvi pouze s gene- ) 1 0 75 (prvni nebo druhd
raénimi rybami kontrola)
¢) Hospodéistvi bez generac- ) ) 75 () (prvai a druhd 0
nich ryb kontrola)

Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 10

(") Vzorky musi byt odebirdny nejdfive tfi tydny po pteneseni ryb ze sladké do slané vody.

(3 Ovaridlni tekutina nebo semeno genera¢nich ryb se odebird v dobé dozravani pii vytéru.

(*) Vzorky musi byt odebirdny z takového poctu ryb, ktery zajisti zjisténi VHSV nebo IHNV s 95 % spolehlivosti, je-li predpokladand
prevalence 5 %.

Tabulka 1.B

Program dozoru se sniZenym mnoZstvim vzorki na Ctyfleté kontrolni obdobi uvedené v bodé 1.2.1 pism. a)
podbodé ii) pfed ziskinim statusu tizemi prostého nikazy VHS nebo IHN

Pocet kontrol
Typ hospodafstvi zdravotni nezd-
vadnosti za rok

¢ 1
Pocet odbérit Pocet ryb ve vzorku (1)

vzorkil za rok

Pocet remontnich ryb Pocet generacnich ryb (3

Prvn{ dva roky dozoru

a) Hospodafstvi s generaénimi 0 (prvni kontrola) 0 (prvni kontrola)

rybami 30 (druhd kontrola) 0 (druhd kontrola)

b) Hospodaistvi pouze s gene- 30 (prvni nebo druhd

ra¢nimi rybami 2 1 0 kontrola)
) H}ospodéfstvi bez generac- ) 1 30 (%) Sprvni nebo 0
nich ryb druhd kontrola)
Posledni dva roky dozoru
a) Hospoddistvi s genera¢nimi 30 (prvni kontrola) 0 (prvni kontrola)

rybami 0 (druhd kontrola) 30 (druhd kontrola)
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Pocet kontrol
Typ hospodafstvi zdravotni neza-

¢ 1
Pocet odbért Pocet ryb ve vzorku (1)

vzorkil za rok

vadnosti za rok Pocet remontnich ryb Pocet generacnich ryb ()
b) Hospodaistvi pouze s gene- ) ) 30 (prvni a druhd
raénimi rybami kontrola)

¢) Hospodéistvi bez generac-

30 () (prvni a druhd
nich ryb

kontrola)

Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 10

(") Vzorky musi byt odebirdny nejdiive tii tydny po preneseni ryb ze sladké do slané vody.

(3 Ovaridlni tekutina nebo semeno genera¢nich ryb se odebird v dob¢ dozravani pii vytéru.

(}) Vzorky musi byt odebirdny z takového poctu ryb, ktery zajisti zjisténi VHSV nebo IHNV s 95 % spolehlivosti, je-li pfedpoklddand
prevalence 10 %.

Tabulka 1.C

Program dozoru v piipadé oblasti nebo jednotek za ticelem zachovini statusu tizemi prostého ndkazy VHS &i

IHN podle bodu L3
Uroven rizika Pocet kontrol zdravotni nezavadnosti Pocet ryb ve vzorku (%)
Vysoka 2 roéné 30000
Stiedn{ 1 ro¢né 30 ()
Nizk4 1 za 2 roky 30 ()

Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 10

(") Vzorky musi byt odebirdny nejdfive tfi tydny po pteneseni ryb ze sladké do slané vody.

(® Vzorky musi byt odebirdny z takového poctu ryb, ktery zajisti zjisténi VHSV nebo IHNV s 95 % spolehlivosti, je-li pfedpoklddand
prevalence 10 %.

(}) U kazdé kontroly zdravotni nezdvadnosti se odebird minimdln¢ jeden vzorek.

CAST 2

METODY DOZORU A TLUMENI NAKAZY V PRIPADE KOI HERPESVIROZY (KHV)

L Pozadavky na programy pro dozor a eradikaci za d¢elem ziskdni a zachovéni statusu tizemi prostého ndkazy, pokud
jde o KHVD, a za i¢elem zamezeni Sifeni infekce koi herpesvirem (KHV)

L1 Obecné pozadavky

Je-li v souladu s pfilohou V ¢asti I bodem 2 odst. 2 smérnice 2006/88/ES zapottebi cileny dozor u volné zijicich
populaci, urci se pocet a zemépisné rozloZeni mist odbéru vzorka tak, aby bylo dosazeno p¥iméfeného pokryti
¢lenského stdtu, oblasti nebo jednotky. Mista odbéru vzorkii se vybiraji také tak, aby byly zastoupeny riizné
ekosystémy, kde se nachdzeji volné zijici vnimavé populace, a to f¢ni systémy a jezera.
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Cileny dozor se opird o pravidelné sledovani mist, kde se chovaji vnimavé druhy. Mista jsou sledovana, az teploty
vody dosdhnou trovni, které umoznuji rozvinuti ndkazy (teploty nad 15 °C), nejdfive viak dva tydny od data
dosazeni téchto teplot. Odeberou a vySetf{ se vzorky z veskerych nakaZenych ryb nebo ryb vykazujicich
abnormdlni chovéni nalezenych na mistg.

Je-li to mozné, odeberou se vzorky z ryb, které byly deldi dobu chovéiny v teplotnim rozmezi p¥znivém pro
virus, a to dva aZ tii tydny pii teploté 15 °C az 26 °C. Za piijatelné feSeni lze vSak povaZovat i tento pFistup:

a) odebrat subpopulaci pii prenosu ze zimnich do letnich rybniki a chovat ryby ve stejné vodé jako v letnim
rybnice do dosazeni minimalnich teplotnich pozadavkd; nebo

b) odebrat vzorky pfi vylovu nebo béhem jiné manipulace s rybami v rdmci béznych Fidicich postupti. Je-li to
mozné, odeberou se vzorky 24 az 72 hodin po provedeni téchto Fidicich postupti za Gcelem zvySeni pravdé-
podobnosti zji§téni KHV.

Musi-li se hospodafstvi nebo volné Zijici populace podrobit kontroldm zdravotni nezdvadnosti ¢i musi-li byt
vzorky odebirdny castéji nez jednou ro¢né, jsou intervaly mezi kontrolami zdravotni nezdvadnosti nebo mezi
odbéry vzorkid v roénim obdobi, kdy teplota vody pravdépodobné dosihne svého nejvyssiho bodu v roce, aniz
by ptekrocila hranici 28 °C, co nejdelsi.

U v3ech vyrobnich jednotek, napt. rybnikd, nddrzi, sitovych kleci, se kontroly zdravotni nezdvadnosti zaméfi na
pitomnost mrtvych, slabych ¢i abnormdlné se chovajicich ryb.

Odebiraji se vzorky z jedinct druhu Cyprinus carpio a z jeho kifZencl, napiiklad Cyprinus carpio x Carassius
auratus, pokud se tyto druhy v hospodéfstvi nachdzeji.

Ryby se k odbéru vzorkd vyberou takto:

i) pokud jsou ptitomny slabé, abnormalné se chovajici ¢i Cerstvé uhynulé (nerozklddajici se) ryby, vyberou se
tyto ryby;

ii) pokud je pro produkci ryb vyuzivin vice nez jeden vodni zdroj, zafadi se do vzorku ryby tak, aby byly
zastoupeny viechny vodni zdroje;

i) ryby se vyberou tak, aby ve vzorku byly pomérné zastoupeny vSechny vyrobni jednotky hospodafstvi
i v§echny rocniky.

1.2 Konkrétni pozadavky na ziskdni statusu tizemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde o KHV
[2.1  Programy dozoru

a) Clensky stdt, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie IIl, pokud jde o KHV, mohou
dosdhnout nakazového statusu kategorie I, pokud viechna hospodafstvi chovajici vnimavé druhy uvedené
v piiloze IV &isti II smérnice 2006/88/ES v uvedeném clenském stdté, oblasti nebo jednotce spliiuji
pozadavky na status Gzemi prostého ndkazy stanovené v piiloze V zminéné smérnice a pokud se tato
hospodafstvi, a vyzaduje-li to druhy pododstavec bodu 2 ¢dsti I uvedené prilohy, i mista odbéru vzorkd
u volné Zijicich populaci vybranych v souladu s danou ¢asti podrobila jednomu z téchto programa dozoru:

i) model A — dvoulety program dozoru:

Hospodafstvi nebo mista odbéru vzorkti musi byt podrobena kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru
vzorkd minimédlné po dobu dvou let po sobé, jak je stanoveno v tabulce 2.A uvedené v oddile IIL.

Za toto dvouleté obdobi musi vySetfeni vSech vzorkii pomoci diagnostickych metod stanovenych
v bodé 1.2 dospét k negativnim vysledktim, pokud jde o KHV, a jakékoliv podezieni na KHVD musi byt
vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé II1.2;
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ii) model B — ¢tyflety program dozoru se snizenym mnoZstvim vzorkd:

Hospodaistvi nebo mista odbéru vzorkd musi byt podrobena kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru
vzorkd minimdlné po dobu ¢tyf let po sobg, jak je stanoveno v tabulce 2.B uvedené v oddile III.

Za toto (tyfleté obdobi musi vySetfeni vSech vzorkii pomoci diagnostickych metod stanovenych
v bodé 11.2 dospét k negativnim vysledkiim, pokud jde o KHV, a jakékoliv podezieni na KHV musi byt
vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé II1.2;

b) bude-li v pribéhu provadéni ctyiletého programu dozoru stanoveného v pismenu a) v hospoddfstvi
zafazeném do uvedeného programu dozoru potvrzena infekce KHV, a bude-li mu tedy odiiat nikazovy status
kategorie II, mizZe uvedené hospodafstvi okamzité ziskat ndkazovy status kategorie II zpét a pokracovat
v provddéni programu dozoru za Gcelem ziskdni statusu dzemi prostého ndkazy bez provedeni programu
eradikace popsaného v bodé 1.2.2 za pfedpokladu, Ze spliiuje tyto podminky:

i) jednd se o kontinentdlni hospodéistvi, jehoZz ndkazovy status, pokud jde o KHVD, je nezdvisly na
nakazovém statusu populaci vodnich Zivo¢ichd v okolnich pfirodnich vodich, pokud jde o tuto nédkazu
uvedenou na seznamu, v souladu s ptilohou V ¢&sti Il bodem 3 smérnice 2006/88/ES;

ii) byla vyklizena, vycisténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem; doba ponechdni ladem ¢ini alespon Sest
tydnd;

iii) byly do n& nové doplnény ryby z clenskych stitli, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem
kategorie I, pokud jde o KHVD.

[.2.2  Programy eradikace
1.2.2.1 Obecné pozadavky

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o KHV, mohou dosihnout
ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, za pfedpokladu, Ze se vSechna
hospodafstvi v ramci ¢lenského stitu, oblasti ¢i jednotky, kterd chovaji vnimavé druhy uvedené v piiloze IV
Casti 1T smérnice 2006/88/ES, podrobila alespoii tomuto programu eradikace:

a) musi byt G¢inné pouzita minimalni opatfeni pro tlumeni ndkazy stanovend v kapitole V oddile 4 smérnice
2006/88ES a v blizkosti hospodafstvi Gfedné prohldsenych za zamotend KHV musi byt vytvofena uzaviend
oblast uvedend v ¢l. 32 pism. b) uvedené smérnice, kterd zahrnuje ochranné pasmo a pasmo dozoru.

Uzaviend oblast musi byt vymezena piipad od pfipadu s ohledem na faktory ovliviiujici rizika rozsiteni KHV
na chované a volné Zijici ryby, jako je pocet, vyskyt a rozloZeni uhynulych ryb v hospodafstvi zamofeném
KHYV, vzdilenost a hustota sousednich hospodafstvi, blizkost jatek, kontaktni hospodétstvi, druhy pfitomné
v hospodafstvich, chovné postupy pouzivané v postizenych a sousednich hospodéfstvich, hydrodynamické
podminky a jiné uréené faktory epizootologického vyznamu.

Pro vytvofeni ochrannych pasem a pdsem dozoru plati, pokud jde o jejich zemépisné vymezeni, tyto
minimélni pozadavky:

i) ochranné pasmo se vytvoii v bezprostiedni blizkosti hospodafstvi tifedné prohldseného za zamofené KHV
a odpovidd celému povodi hospodéistvi ifedné prohldseného za zamotfené KHV; piislusny orgdn muze
omezit rozsah pdsma na &asti povodi za pfedpokladu, Ze neni ohroZena prevence $ifeni KHVD;

ii) mimo ochranné pasmo se vytvori padsmo dozoru, které odpovida rozsitené oblasti obklopujici vytvofené
ochranné pasmo;
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b) vSechna hospodéfstvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢dsti I smérnice 2006/88[ES v rdmci
ochranného pdsma, kterd nebyla Gfedné prohldSena za zamofend KHYV, se podrobi tfednimu 3etfeni, jehoZ
soudésti je alespon:

i) odbér vzorkda 10 ryb k vySetieni, jsou-li pozorovany klinické nebo postmortalni p¥iznaky odpovidajici
KHYV, ¢i minimdlné 30 ryb, nejsou-li pozorovany klinické ani postmortdlni pi{znaky;

ii) jedna kontrola zdravotni nezdvadnosti; v hospodéistvich, kde vySetfeni uvedend v bodé IIL.2 pfinesla
negativni vysledky; kontroly zdravotni nezdvadnosti pokracuji jednou mési¢né v ro¢nim obdobi, kdy
teplota vody pravdépodobné presihne 15 °C, a to az do odvolani ochranného pdsma v souladu
s bodem 1.2.2.1 pism. c);

¢) viechna hospodifstvi Gfedné prohldSend za zamofend KHV se vyklidi, vycisti, vydezinfikuji a ponechaji
ladem. Doba ponechdni ladem ¢inf alespon Sest tydnt. Po vyklizeni vSech hospodafstvi Gfedné prohldsenych
za zamofend v ramci téhoz ochranného pdsma ndsleduje alespori tiftydenni synchronizované ponechani
ladem. Toto pismeno se také pouzije na novd hospoddfstvi Gfedné prohldsend za zamofend v prubéhu
provadéni programu eradikace.

Po ponechdni hospodéfstvi Gfedné prohldSenych za zamofend ladem se ochrannd pdsma zméni na pdsma
dozoru.

Prislusny orgdn muzZe pozadovat, aby byla v rdmci vytvofenych ochrannych pdsem a pdsem dozoru
vyklizena, vyciSténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem dalsi hospoddfstvi. Dobu ponechdni ladem uréi
piislusny organ na zakladé posouzeni rizika v jednotlivych konkrétnich piipadech;

d) do vsech hospodafstvi tfedné prohldSenych za zamotfend KHV a do vSech ostatnich hospodafstvi
ponechanych ladem v rdmci vytvofenych ochrannych pasem a pasem dozoru se nové doplni:

i) ryby z clenskych stdtd, oblasti nebo jednotek s nakazovym statusem kategorie I, pokud jde o KHVD; nebo

ii) na pfechodné obdobi do 31. prosince 2020 ryby z ¢lenskych stdtdi, oblasti nebo jednotek se schvilenym
programem dozoru pro KHVD.

K novému doplnéni dojde pouze tehdy, byla-li vSechna hospodafstvi tfedné prohldsend za zamotfend KHV
vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. c);

e) vSechna hospodafstvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV &asti I smérnice 2006/88/ES v ramci
¢lenského statu, oblasti nebo jednotky, na které se vztahuje program eradikace, a je-li zapotiebi dozor u volné
zijicich populaci, i mista odbéru vzorkd vybrand v souladu s bodem 1.1 nédsledné podléhaji alespon takovému
programu dozoru, jak je stanoven v bodé 1.2.1.

1.2.2.2 Pozadavky na opétovné ziskdni statusu tzemi prostého ndkazy v piipadé kontinentalnich jednotek zahrnujicich
jedno jediné hospodafstvi, které bylo dfive prohldseno za prosté nikazy KHV

Kontinentélni jednotka zahrnujici jedno jediné hospodafstvi, které md ndkazovy status kategorie I, pokud jde
o KHV, jejiz ndkazovy status, pokud jde o KHV, je nezdvisly na okolnich pi#rodnich vodich v souladu
s piilohou V &asti I bodem 3 smérnice 2006/88/ES a jejiz status kategorie I byl odvoldn v souladu s ¢l. 53
odst. 3 uvedené smérnice, miize opét ziskat ndkazovy status kategorie I, pokud jde o KHV, okamzité poté, co
piisludny orgdn potvrdi, Ze splnila tyto podminky:

a) byla vyklizena, vycisténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem; doba ponechdni ladem musela byt alespori est
tydnt;

b) byly do ni nové doplnény ryby z ¢lenskych stitd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem kategorie I ¢i
z jednotek s ndkazovym statusem podle schvileného programu dozoru pro KHV (kategorie II).
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L3 Konkrétni pozadavky na zachovdni statusu kategorie I, pokud jde o KHV

Je-li za tG¢elem zachovani ndkazového statusu kategorie I zapotiebi cileny dozor, jak stanovi ¢ldnek 52 smérnice
2006/88/ES, podrobi se vSechna hospodafstvi v rdmci dotéeného ¢lenského statu, oblasti nebo jednotky, kterd
chovaji vnimavé druhy uvedené v piiloze IV &asti Il zminéné smérnice, kontrole zdravotni nezdvadnosti a odbéru
vzorkt v souladu s tabulkou 2.B stanovenou v oddile III této ¢sti, a to s ohledem na troven rizika zavleCeni
KHV u daného hospodafstvi.

Cetnost kontrol zdravotni nezdvadnosti jednotek kategorie I, pokud jde o KHV, umisténych v kontinentdlnich
celcich a zahrnujicich jedno nebo vice hospodafstvi, jejichz ndkazovy status, pokud jde o KHV, je zdvisly na
ndkazovém statusu okolnich pfirodnich vod, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, v souladu
s pfilohou V &asti I bodem 2 smérnice 2006/88[ES, odpovidd poctu stanovenému pro vysokou troven rizika
v tabulce 2.C.

V dlenskych stdtech, oblastech nebo jednotkéch, ve kterych je pocet hospodafstvi omezeny a cileny dozor nad
témito hospodafstvimi neposkytuje dostate¢né epizootologické ddaje, zahrnuje dozor za tcelem zachovani
statusu Gzemi prostého ndkazy mista odbéru vzorkt vybrand v souladu s pozadavky stanovenymi v bodé L.1.

V uvedenych mistech odbéru vzorka se kontroly a odbér vzorkd provddéji rotacné vidy u 50 % mist odbéru
vzorkt kazdy rok. Odbér vzorkl se provadi v souladu s tabulkou 2.C uvedenou v oddile III. Vzorky se vybiraji,
pEipravuji a testuji podle popisu v oddile II a laboratorni vysetieni na infekéni ¢initel KHV musi byt negativni.

Status Gzemi prostého ndkazy je zachovdn pouze tehdy, pokud jsou u vSech vzorkt zkousenych pomoci diagno-
stickych metod stanovenych v bodé I1.2 zjistény negativni vysledky, pokud jde o KHV, a pokud je jakékoliv
podezfeni na KHV vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé¢ IIL.2.

L4 Konkrétni pozadavky na zruseni opatfeni k zamezeni $ifeni ndkazy stanovenych v clanku 39 smérnice
2006/88/ES s cilem ziskat ndkazovy status kategorie III, pokud jde o KHV, v ¢lenskych stitech, jednotkich nebo
oblastech, které maji ndkazovy status kategorie V

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o KHV, mohou dosahnout
ndkazového statusu kategorie III, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, za pfedpokladu, Ze:

a) byly splnény pozadavky stanovené v bodé 1.2.2.1 pism. a), b) a ¢). V piipadé, Ze ponechdni ladem neni
technicky mozné, podrobi se dotlend hospodéfstvi alternativnimu opatieni, které poskytne téméf obdobnou
zaruku vymyceni KHV z prostiedi hospodafstvi;

b) do vSech hospodéistvi afedné prohlaSenych za zamofend a do vSech ostatnich hospodaistvi ponechanych
ladem/podrobenych alternativnim opatfenim v souladu s pismenem a) v rdmci vytvofenych ochrannych
pdsem a pdsem dozoru byly nové doplnény ryby z ¢lenskych stdtd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym
statusem kategorie I, II ¢i III, pokud jde o KHYV;

¢) k novému doplnéni doslo teprve poté, co byla vSechna hospoddfstvi Gfedné prohldsend za zamotend
vyklizena, vyciSténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem/podrobena alternativnim opatfenim v souladu
s pismenem a).

IL. Diagnostické metody a metody odbéru vzorkd pro dozor za icelem ziskini a zachovéni statusu tizemi prostého
ndkazy, pokud jde o KHV

.1 Vzorky
Tkanovy materidl, ktery md byt vySetfen, tvofi ¢dsti Zaber a ledvin. Smisit se sméji ¢dsti orgdnti maximdlné ze
dvou ryb.

.2 Diagnostické metody pro dozor za tG¢elem ziskdni a zachovéni statusu tizem{ prostého nédkazy, pokud jde o KHV

Diagnostickou metodou za tcelem ziskdni nebo zachovdni statusu tGzemi prostého ndkazy, pokud jde o KHYV, je
kvantitativn{ polymerdzovd fetézovd reakce s reverzni transkripci v redlném case (qPCR), jez je v souladu
s podrobnymi diagnostickymi metodami a postupy stanovenymi v piiloze II ¢dsti 2 bodé II.
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1L Diagnostické metody a metody odbéru vzorkii pro dfedni Setfeni za dcelem potvrzeni nebo vyloueni podezfeni na
KHV

L1  Vzorky
Tkanovy materidl, ktery md byt vySetfen, tvori ¢dsti Zaber a ledvin. Smisit se sméji ¢dsti orgdnti maximdlné ze
dvou ryb.

.2 Metody tfedniho Setfeni a diagnostické metody za tcelem vylouceni a potvrzeni pFitomnosti infekce KHV

Je-li zapotiebi potvrdit nebo vyloucit podezieni na KHV v souladu s ¢lankem 28 smérnice 2006/88/ES, dodrzi se
tyto postupy kontroly, odbéru vzorkd a vySetfent:

a) tfedni Setfeni zahrnuje alespoti jednu kontrolu zdravotni nezdvadnosti a jeden odbér vzorkt 10 ryb, jsou-li
pozorovany klinické nebo postmortilni ptiznaky odpovidajici infekci KHV, ¢ 30 ryb, nejsou-li pozoroviny
klinické ani postmortdlni pfiznaky. Vzorky jsou vysetieny pomoci diagnostické metody stanovené

v pismenu b) v souladu s podrobnymi diagnostickymi metodami a postupy stanovenymi v pifloze II ¢asti 2
bodé II;

b) piitomnost infekce KHV se povazuje za potvrzenou, zjisti-li se KHV technikou PCR.

Podezieni na KHV Ize vyloucit, jestlize toto vySetfeni neodhali dal$i dikazy pfitomnosti KHV.

Tabulka 2.A

Program dozoru v piipadé oblasti a jednotek na dvouleté kontrolni obdobi pfed dosaZenim statusu dzemi
prostého nidkazy KHV podle bodu 1.2.1

Pocet klinickych | Pocet laboratornich

kontrol za rok (dva
roky)

vySetfeni za rok

(dva roky)

Pocet ryb ve vzorku

Hospoddfstvijmista od-
béru vzorka

Prvni dva roky dozoru

75()

Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 2

(") Vzorky musi byt odebrdny z takového poctu ryb, ktery zajisti zjisténi KHV s 95 % spolehlivosti, je-li pfedpoklddand prevalence 5 %.

Tabulka 2.B

Program dozoru v pfipadé oblasti a jednotek na ctyfleté kontrolni obdobi pfed dosazenim statusu dzemi

prostého ndkazy KHV podle bodu 1.2.1

Pocet klinickych
kontrol za rok

Pocet laboratornich
vySetfeni za rok

Pocet ryb ve vzorku

Hospodafstvijmista od-
béru vzorka

Prvni dva roky dozoru

30

Hospodafstvijmista od-
béru vzorka

Posledni dva roky dozoru

30

vz

Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 2
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Tabulka 2.C

Program dozoru v pfipadé oblasti nebo jednotek za tcelem zachovini statusu dzemi prostého nikazy KHV

podle bodu 1.3
Uroveri rizika Pocet kontrol zdravotni nezdvadnosti Pocet ryb ve vzorku
Vysokd 2 ro¢né 30
Stredni 1 ro¢né 30
Nizka 1 za 2 roky 30
Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 2
Tabulka 2.D

Program dozoru za t¢elem zachoviéni statusu tizemi prostého nikazy KHV v clenskych stitech, oblastech nebo
jednotkdch, kde je pocet hospoddfstvi omezeny a cileny dozor nad témito hospodifstvimi neposkytuje
dostatecné epizootologické idaje, jak je uvedeno v bodé 1.3

Pocet laboratornich vysetfeni

Pocet ryb ve vzorku
za rok

Pocet klinickych kontrol za rok

Mista odbéru vzorka 1 za 2 roky 1 za 2 roky 30

Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 2

CAST 3

METODY DOZORU A TLUMENI NAKAZY V PRIPADE NAKAZLIVE CHUDOKREVNOSTI LOSOSU (ISA)

L Pozadavky na programy pro dozor a eradikaci za déelem ziskdni a zachovéni statusu tzemi prostého ndkazy, pokud

jde o ndkazu ISA, a za Géelem zamezeni $ifeni infekce ISAV s HPR s deleci
L1 Obecné pozadavky

Maji-li byt kontroly zdravotni nezdvadnosti a odbéry vzorkd v hospodatstvich v souladu s pfilohou V &asti 1
bodem 2 odst. 2 smérnice 2006/88/ES provadény castéji nez jednou ro¢né, musi byt intervaly mezi kontrolami
zdravotni nezdvadnosti nebo odbéry vzorkd co nejdelsi.

Je-li v souladu s pfilohou V ¢&sti I bodem 2 odst. 2 smérnice 2006/88/ES zapotiebi cileny dozor u volné Zzijicich
populaci, urci se pocet a zemépisné rozlozeni mist odbéru vzorkd tak, aby bylo dosazeno pfiméfeného pokryti
¢lenského stdtu, oblasti nebo jednotky. Mista odbéru vzorkii se vybiraji také tak, aby byly zastoupeny riizné
ekosystémy, kde se nachdzeji volné Zijici vnimavé populace.

Ve vech vyrobnich jednotkdch, jako jsou rybniky, nddrze a sitové klece, se provadéji kontroly zdravotni
nezévadnosti, aby se zjistilo, zda se zde nenachdzeji mrtvé, slabé nebo abnormdlné se chovajici ryby. Zvlastni
pozornost je tieba vénovat oblasti odtoku vody, kde se zpravidla shromazduji slabé ryby, protoZe voda zde
proudi.
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Ryby se k odbéru vzorki vyberou takto:

a) vyberou se pouze umirajici nebo Cerstvé uhynulé, ale nerozklddajici se ryby; pfi odbéru maji pfednost
zejména ryby, u kterych se projevuje chudokrevnost, krviceni ¢i jiné klinické ptiznaky naznacujici obéhové
poruchy;

b) je-li mezi vnimavymi druhy na misté losos obecny, odeberou se prednostné jeho vzorky. Neni-li
v hospodafstvi s chovem ryb zddny losos obecny, musi byt odebrany vzorky jinych vnimavych druhd;

¢) pokud je pro produkeci ryb vyuzivin vice nez jeden vodni zdroj, zafadi se do vzorku ryby tak, aby byly
zastoupeny viechny vodni zdroje;

d) ryby se vyberou tak, aby ve vzorku byly pomérné zastoupeny vSechny vyrobni jednotky hospodéistvi, jako
jsou sitové klece, nddrze a rybniky, i v§echny ro¢niky.

1.2 Konkrétni pozadavky na dosazeni ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o nakazu ISA
1.2.1  Programy dozoru

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji nakazovy status kategorie Il v souladu s piflohou III &sti B
smérnice 2006/88ES, pokud jde o ndkazu ISA, mohou dosdhnout ndkazového statusu kategorie I, pokud jde
o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, jestlize vSechna hospoddfstvi chovajici vnimavé druhy uvedené
v piiloze IV &asti 1T smérnice 2006/88/ES v ¢lenském staté, oblasti nebo jednotce spliuji piislusné pozadavky
stanovené v piiloze V zminéné smérnice a Ze se dand hospoddistvi, a vyzaduje-li to pfiloha V &ist I bod 2
odst. 2 uvedené smérnice, i mista odbéru vzorkd u volné Zijicich populaci vybranych v souladu s danym bodem
podrobila tomuto programu dozoru:

a) hospodafstvi nebo mista odbéru vzorkd byla podrobena kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru vzorkt
minimalné po dobu dvou let po sobg, jak je stanoveno v tabulce 3.A uvedené v oddile I;

b) za toto dvouleté obdobi musi vySetieni viech vzorkii pomoci diagnostickych metod stanovenych v bodé 11.2
dospét k negativnim vysledkiim, pokud jde o ISAV s HPR s deleci, a jakékoliv podezieni na infekci ISA musi
byt vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé I1.3;

¢) byla-li v pribéhu provddéni programu dozoru v hospodéfstvi zafazeném do uvedeného programu dozoru
potvrzena ndkaza ISA, a byl-li mu tedy odnat ndkazovy status kategorie II, musel byt proveden program
eradikace v souladu s bodem 1.2.2.

1.2.2  Programy eradikace
1.2.2.1 Obecné pozadavky

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o ndkazu ISA, mohou
dosdhnout ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, za predpokladu, ze
se vSechna hospodafstvi v rdmci ¢lenského statu, oblasti ¢i jednotky, kterd chovaji vnimavé druhy uvedené
v piiloze IV ¢asti IT smérnice 2006/88/ES, podrobila programu eradikace, jenz spliiuje alespoii tato pismena a)
az e):

a) musi byt a¢inné pouzita minimalni opatfeni pro tlumeni ndkazy stanovend v kapitole V oddile 3 smérnice
2006/88|ES, a zejména musi byt v blizkosti hospodafstvi tifedné prohldsenych za zamofend ndkazou ISAV
s HPR s deleci nebo potvrzenou ndkazou ISA vytvofena uzaviend oblast uvedend v ¢l. 32 pism. b) zminéné
smérnice, kterd zahrnuje ochranné pdsmo a pasmo dozoru.

Uzaviend oblast musi byt vymezena piipad od piipadu s ohledem na faktory ovliviiujici rizika rozsiteni ISA
na chované nebo volné Zijici ryby, jako je pocet, vyskyt a rozloZeni uhynulych ryb v hospodafstvi
zamofeném nédkazou ISAV s HPR s deleci nebo potvrzenou nakazou ISA, vzdilenost a hustota sousednich
hospodafstvi, blizkost jatek, kontaktni hospodafstvi, druhy pfitomné v hospodafstvich, chovné postupy
pouzivané v postiZenych a sousednich hospodéfstvich, hydrodynamické podminky a jiné urcené faktory
epizootologického vyznamu.
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Pro vytvoreni ochrannych pdsem a pasem dozoru plati, pokud jde o jejich zemépisné vymezeni, tyto
minimdlni pozadavky:

i) ochranné pasmo se vytvoil v bezprostfedni blizkosti hospodafstvi tifedné prohldseného za zamofené
nakazou ISA a odpovida:

1) v pobfeznich oblastech: oblasti kruhového padorysu o poloméru piinejmensim jednoho posunu
piilivu nebo pfinejmensim 5 km podle toho, ktery je vétsi, jejimz stfedem je hospodafstvi Gfedné
prohldSené za zamotené ISA, nebo obdobné oblasti urcené na zdkladé piislusnych hydrodynamickych
nebo epizootologickych tdajt;

2) ve vnitrozemskych oblastech: celému povodi hospodafstvi Gfedné prohldseného za zamofené nikazou
ISA; piislusny orgdn mtZe omezit rozsah pdsma na ¢dsti povodi za pfedpokladu, Ze neni ohrozena
prevence $ifeni ndkazy ISA;

ii) pdsmo dozoru se vytvoii vné ochranného pasma a odpovida:

1) v pobieznich oblastech: plose, kterd kolem ochranného pdsma pfesahuje pdsma posunu piilivu, nebo
plose, kterd kolem ochranného pdsma pfesahuje pdsma posunu piilivu, nebo plose kruhového
ptdorysu o poloméru 10 km od stiedu ochranného pasma nebo obdobné oblasti uréené na zdkladé
piislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tidaji; nebo

2) ve vnitrozemskych oblastech: rozsitené oblasti vné vytvofeného ochranného pdsma;

b) vSechna hospodaistvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢dsti I smérnice 2006/88/ES v rdmci
ochranného pasma, kterd nebyla tfedné prohldsena za zamofend ndkazou ISA, se podrobi Gfednimu Setfeni,
jehoZ souddsti je alespori:

i) odbér vzorkii minimdlné 10 umirajicich ryb k vySetfeni, jsou-li pozorovany klinické nebo postmortdlni
piiznaky odpovidajici ndkaze ISA, ¢ minimdlné 30 ryb, nejsou-li pozoroviny zddné klinické ani
postmortdln{ p¥{znaky;

ii) jedna kontrola zdravotni nezdvadnosti; v hospodéfstvich, kde vySetfeni uvedend v bodé i) pfinesla
negativni vysledky, kontroly zdravotni nezdvadnosti pokracuji jednou mésicné, a to az do odvoldni
ochranného pdsma v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. c);

¢) viechna hospodaistvi dfedné prohldSend za zamofend ndkazou ISAV s HPR s deleci nebo potvrzenou
nakazou ISA musi byt vyklizena, vyc¢isténa, vydezinfikovana a ponechdna ladem alespori po dobu tif mésici.
Ochrannd pisma a pasma dozoru mohou byt zruSena, budou-li vSechna hospodafstvi v rdmci ochranného
pdsma vyklizena, vyciSténa, vydezinfikovdna a poté synchronizované ponechdna ladem alespon po dobu 3esti
tydna.

Po ponechdni hospodafstvi tifedné prohldsenych za zamofend ladem se ochrannd pdsma zméni na piasma
dozoru.

Prislusny orgdn muze pozadovat, aby byla v rdmci vytvofenych ochrannych pdsem a pdsem dozoru
vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem dalsi hospodéfstvi. Dobu, po kterou jsou tato
hospodafstvi ponechdna ladem, ur¢i ptislusny orgdn na zdkladé posouzeni rizika v jednotlivych konkrétnich
pifpadech;

d) do vSech hospodafstvi tfedné prohlaSenych za zamorend ndkazou ISAV s HPR s deleci nebo potvrzenou
ndkazou ISA, a do vSech ostatnich hospodafstvi ponechanych ladem v rdmci vytvofenych ochrannych pasem
a pdsem dozoru se nové doplni ryby z ¢lenskych stitd, oblasti nebo jednotek kategorie I, pokud jde o ndkazu
ISA.

K novému doplnéni dojde pouze tehdy, byla-li vSechna hospodafstvi tfedné prohldsend za zamofend
vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. c);

e) vSechna hospodafstvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢asti I smérnice 2006/88/ES v ramci
¢lenského statu, oblasti nebo jednotky, na které se vztahuje program eradikace, a je-li zapotiebi dozor u volné
zijicich populaci, i mista odbéru vzorkd vybrand v souladu s bodem I.1 ndsledné podléhaji programu dozoru
stanovenému v bodé 1.2.1.
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1.2.2.2 Pozadavky na opétovné ziskdni statusu tzemi prostého ndkazy v piipadé kontinentalnich jednotek zahrnujicich
jedno jediné hospodafstvi, které bylo predtim prohldSeno za izemi s ndkazovym statusem kategorie I

Kontinentdlni jednotka zahrnujici jedno jediné hospodafstvi, které md ndkazovy status kategorie I, pokud jde
o nakazu ISA, jejiz ndkazovy status je nezdvisly na okolnich p#rodnich vodach v souladu s pflohou V ¢&sti II
bodem 3 smérnice 2006/88/ES a jejiz ndkazovy status kategorie I byl odvoldn v souladu s ¢l. 53 odst. 3 uvedené
smérnice, jej mize opét ziskat okam?zité poté, co pfisluiny orgdn potvrdi, Ze spliuje tyto podminky:

a) byla vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem; doba ponechéni ladem ¢ini alesponi Sest tydni;

b) byly do ni nové doplnény ryby z ¢lenskych stitd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem kategorie I,
pokud jde o ndkazu ISA.

1.3 Minimdlni opatfeni k tlumeni ndkazy za ticelem zachovani statusu kategorie I, pokud jde o ndkazu ISA

Je-li za Gcelem zachovéni ndkazového statusu kategorie I zapotiebi cileny dozor, jak stanovi ¢lanek 52 smérnice
2006/88|ES, podrobi se viechna hospodafstvi v ramci dotéeného clenského stitu, oblasti nebo jednotky, kterd
chovaji vnimavé druhy uvedené v pifloze IV &asti II uvedené smérnice, kontroldm zdravotni nezdvadnosti
a odbéru vzorki v souladu s tabulkou 3.B (') stanovenou v oddile II této Cdsti, a to s ohledem na tiroven rizika
zavle¢eni nédkazy ISA u daného hospodafstvi.

Pfi urcovani Cetnosti kontrol zdravotni nezavadnosti pro jednotky s ndkazovym statusem kategorie I, pokud jde
o nakazu ISA, které se nachdzeji v kontinentélnich celcich a jejichz ndkazovy status, pokud jde o ndkazu ISA,
zéavisi na ndkazovém statusu okolnich pfrodnich vod, v nichz se nachdzi losos obecny (Salmo salar), je riziko
zavle¢eni ndkazy ISA povazovino za vysoké.

Status tzemi prostého ndkazy, pokud jde o ndkazu ISA, mize byt zachovin pouze tehdy, pokud byly u vsech
vzorkl zkousenych pomoci diagnostickych metod stanovenych v bodé I1.2 zjistény negativni vysledky, pokud jde
o infekci ISAV s HPR s deleci, a pokud bylo jakékoliv podezfeni na ndkazu ISA vylouceno diagnostickymi
metodami stanovenymi v bodg IL.3.

L4 Konkrétni pozadavky na dosaZeni ndkazového statusu kategorie III, pokud jde o infekci ISAV s HPR s deleci,
v ¢lenskych statech, oblastech nebo jednotkdch, které dfive mély ndkazovy status kategorie V

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o ndkazu ISA, mohou
dosdhnout statusu kategorie III za pfedpokladu, Ze:

a) byly splnény pozadavky stanovené v bodé 1.2.2.1 pism. a), b) a ¢). V piipadé, Ze ponechdni ladem neni
technicky mozné, podrobi se hospodafstvi alternativnimu opatieni, které poskytne témét obdobnou zaruku
vymyceni ISAV z prostiedi hospodafstvi;

b) do vSech hospodéistvi fedné prohldSenych za zamofend a do vSech ostatnich hospodéafstvi ponechanych
ladem nebo podrobenych alternativnim opatfenim v souladu s pismenem a) v rdmci vytvofenych ochrannych
pasem a pdsem dozoru byly nové doplnény ryby z ¢lenskych stdtd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym
statusem kategorie I, II ¢i 11T, pokud jde o ISA;

¢) k tomuto novému doplnéni doslo teprve poté, co byla viechna hospodafstvi dfedné prohldsend za zamotend
vyklizena, vyc¢iSténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem/podrobena alternativnim opatfenim v souladu
s pismenem a).

d) v obdobi dvou let, které nasleduje po splnéni opatieni uvedenych v pismenech a), b) a c), nedoslo k potvrzeni
infekce ISAV s HPR s deleci a podezieni v pribéhu tohoto obdobi byla vyloucena postupy stanovenymi
v bodé IL.3.

(") Nevztahuje se na hospodéistvi chovajici pouze pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), pstruha obecného (Salmo trutta) nebo oba
druhy, kde zdroj vody pochazi vylu¢né ze sladkovodnich zdrojt, ve kterych se nenachdzi losos obecny (Salmo salar).
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1.2

II.3

Diagnostické metody a wifedni Setfeni

Vzorky

Tkénovy materidl, ktery md byt vySetfen, tvoi:

a) histologie: pfedledvina, jatra, srdce, slinivka bfisni, stfevo, slezina a Zébry;

b) imunohistochemickd analyza: prvoledvina a srdce v¢etné chlopni a tepenného ndsadce (bulbus arteriosus);
¢) analyza RT-qPCR: prvoledvina a srdce;

d) virovd kultura: prvoledvina, srdce, jitra a slezina.

Smisit se sméji ¢asti organti maximalné z péti ryb.

Diagnostické metody za t¢elem ziskdni nebo zachovéni statusu tzemi prostého nikazy, pokud jde o ndkazu ISA

Diagnostickou metodou, kterd se pouzije za ticelem ziskdni nebo zachovdni statusu Gzemi prostého ndkazy,
pokud jde o ndkazu ISA, v souladu s body 1.2 a 1.3, je RT-qPCR; poté ndsleduje sekvenovéni pozitivnich vzorki
podrobnymi metodami a postupy stanovenymi v ¢asti 3 piilohy IL

V ptipadé pozitivniho vysledku RT-gPCR se pfed provedenim pocitecnich opatfeni pro tlumeni ndkazy
stanovenych v ¢ldnku 28 smérnice 2006/88/ES vysetii dalsi vzorky.

Uvedené vzorky se vySetif podrobnymi metodami a postupy stanovenymi v ¢dsti 3 pifilohy II takto:

a) screening vzorkti pomoci RT-qPCR, v¢etné sekvenovani genu HE za ti¢elem ovéfeni HPR s delec;

b) vySetfeni tkdriovych prepardtd prostfednictvim specifickych protilatek proti infekci ISAV (tedy imunohisto-
chemickd analyza fixovanych fezi ¢i IFAT otiskd tkdné); nebo

¢) izolace a identifikace ISAV alesponi z jednoho vzorku z jakékoliv ryby odebrané z hospodafstvi v bunéné
kultufe.

Metody dfedniho Setfeni a diagnostické metody za t¢elem vylouceni nebo potvrzeni ptitomnosti ndkazy ISA

Ma-li byt potvrzeno nebo vylouceno podezieni na nakazu ISA v souladu s ¢ldnkem 28 smérnice 2006/88/ES,
dodrzi se tyto postupy kontroly, odbéru vzorki a vysetfeni:

a) ufedni Setfeni, jeZ sestdvd pfinejmensim z jedné kontroly zdravotni nezdvadnosti a, jsou-li pozoroviny
klinické nebo postmortdlni piiznaky odpovidajici nadkaze ISA, pfinejmensim z jednoho odbéru
vzorkdi 10 umirajicich ryb. Nejsou-li pozorovdny Zadné klinické pfiznaky ani postmortdlni pF{znaky
odpovidajici ndkaze ISA, ndsleduje po kontrole zdravotni nezdvadnosti cileny odbér vzorkd minimalné 30
umirajicich ryb nebo éerstvé uhynulych ryb s normalni konstituci v souladu s bodem 1.1. Vzorky se vySeti{ di-
agnostickymi metodami stanovenymi v pismenu b);

b) v piipadé pozitivniho vysledku RT-qPCR na ISAV s HPR s deleci jsou pted provedenim pocdte¢nich opatfeni
pro tlumeni ndkazy stanovenych v ¢ldnku 28 smérnice 2006/88[ES vysetfeny dalsi vzorky. Piipad podezfeni
na nakazu ISA se pomoci podrobnych metod a postupti stanovenych v &asti 3 piilohy Il potvrdi v souladu
s témito kritérii:

i) zjistovdni infekce ISAV pomoci RT-qPCR, v¢etné sekvenovani genu HE za déelem ovéfeni HPR s deleci,
a zji§tovani infekce ISAV v prepardtech tkdné prostfednictvim specifickych protilitek proti infekci ISAV
(tedy imunohistochemickd analyza fixovanych fezti ¢i IFAT otiskd tkdné);

nebo
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ii) zjistovani infekce ISAV pomoci RT-qPCR, véetné sekvenovéni genu HE za tcelem ovéfeni HPR s deleci, a

izolace a identifikace ISAV alespon z jednoho vzorku z jakékoliv ryby z hospodafstvi v bunééné kultufe;

¢) je-li pozorovana piitomnost klinickych, makroskopickych patologickych nebo histopatologickych nélezt
odpovidajicich ndkaze ISA, musi byt ndlezy potvrzeny zjisténim viru pomoci dvou diagnostickych metod
s nezdvislymi zdsadami zjistovani, jako je RT-qPCR a imunohistochemickd analyza, a to v souladu s ¢asti 3

piilohy II.

Podezieni na ndkazu ISA lze vyloudit, zjisti-li se, Ze vySetfeni a kontroly v obdobi 12 mésici od data
podezieni neodhalily zadné dalsi dakazy pfitomnosti nakazy ISA.

Tabulka 3.A

Program dozoru v pfipadé oblasti a jednotek na dvouleté kontrolni obdobi pfed dosaZenim statusu dzemi
prostého ndkazy ISA podle bodu 1.2.1

Pocet kontrol zdravotni nezé-

Pocet laboratornich vysetfeni

Pocet ryb, jez se maji za rok

Rok dozoru vadnosti za rok (dva roky) za rok (dva roky) odebrat
Rok 1 6 2() 2*750)
Rok 2 6 2() 2*75()

(") Vzorky musi byt kazdoro¢né odebrany, uchovaviny a vysetfeny ve dvou mésicnich zkusebnich dobéch (a to na jafe a na podzim)
nebo piipadné jak se v praxi jevi zapotiebi.
() Nejvyssi pocet ryb na smésny vzorek: 5.

Tabulka 3.B

Program dozoru v p¥ipadé oblasti a jednotek za ii¢elem zachovini statusu dzemi prostého nikazy ISA podle

bodu L3 (2

Uroven rizika

Pocet kontrol zdravotni neza-

Pocet laboratornich vysetfeni

Pocet ryb, jez se maji za rok

vadnosti za rok za rok odebrat
Vysoka 2 2 2*30
Stfedni 1 1 30
Nizkd 1 za 2 roky 1 za 2 roky 30 za 2 roky

(") Vzorky musi byt kazdorocné odebrany a vysetfeny ve dvou mési¢nich zkusebnich dobach (a to na jafe a na podzim) nebo piipadné

jak se v praxi jevi zapotiebi.

() Nevztahuje se na hospodéfstvi chovajici pouze pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), pstruha obecného (Salmo trutta) nebo oba
druhy, kde zdroj vody pochdzi vyluéné ze sladkovodnich zdrojd, ve kterych se nenachdzi losos obecny (Salmo salar).

CAST 4

METODY DOZORU A TLUMENI V PRIPADE INFEKCE MARTEILIOZOU (MARTEILIA REFRINGENS)

L Pozadavky na programy pro dozor a eradikaci za dcelem ziskdni a zachovini statusu dzemi prostého nikazy, pokud
jde o infekci marteiliézou (Marteilia refringens)

I.1  Obecné pozadavky

Kontroly zdravotni nezdvadnosti a popfipadé odbér vzorkd k laboratornimu vySetfeni se provadéji v ro¢nim
obdobi, kdy je zndmo, Ze prevalence tohoto parazita v ¢lenském stdté, oblasti nebo jednotce je maximadlni. Nejsou-
li tyto Gdaje dostupné, provede se odbér vzorkt ihned poté, co teplota vody ptekro¢i 17 °C.
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Maji-li byt mékkysi odebrdni v souladu s pozadavky stanovenymi v ¢asti 4, pouZijf se tato kritéria:

a) jsou-li ve vyrobni jednotce nebo produkéni oblasti pfitomny dstfice (Ostrea spp.) a slavky (Mytilus spp.), jsou
oba rody zastoupeny v odebraném vzorku rovnomérné. Je-li p¥itomen pouze jeden z uvedenych rodd, odebere
se vzorek uvedeného rodu. Neni-li pfitomen rod Ostrea ani Mytilus, musi byt ve vzorku zastoupeny vSechny
ostatni pfitomné vnimavé druhy;

b) jsou-li ve vyrobnich jednotkich ptitomni slabi, rozevieni nebo Cerstvé uhynuli, ale nerozklddajici se mékkysi,
jsou v prvé fadé vybrani oni. Nejsou-li tito mékkysi pfitomni, zahrnuji vybrani mékkysi nejstar$i zdravé
mékkyse;

¢) pokud se vzorky odebiraji v hospoddfstvich, kde se k produkci pouzivd vice vodnich zdrojii, musi byt soucdsti
vzorkt mékkysi ze viech vodnich zdrojt, aby byly ve vzorku pomérné zastoupeny vSechny cdsti hospodatstvi;

d) pfi odbéru vzorkl v chovnych oblastech mékkyst jsou do vzorku zatazeni mékkysi z dostate¢ného poctu mist
odbéru vzorkt tak, aby byly ve vzorku pomérné zastoupeny vsechny ¢asti chovné oblasti mékkyst. Hlavnimi
faktory, které je pti vybéru téchto mist odbéru vzorkt téeba vzit v Gvahu, jsou pfedchozi mista odbéru vzorki,
kde byla zjisténa marteilioza (Marteilia refringens), intenzita chovu, vodni toky, pfitomnost vnimavych druht,
piitomnost druhd ptenasecti, hloubkové poméry a fidici postupy. Vzorky se odebiraji také na mistech, kde se
mékkysi vyskytuji ptirozené.

1.2 Konkrétni pozadavky na dosazeni nikazového statusu kategorie I, pokud jde o marteiliézu (Marteilia refringens)
.2.1 Programy dozoru

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji nikazovy status kategorie III, pokud jde o infekci marteiliézou
(Marteilia refringens), mohou dosdhnout nakazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na
seznamu, za piedpokladu, Ze se vSechna hospodafstvi ¢i chovné oblasti meékkyst v rdmci ¢lenského stdtu, oblasti
nebo jednotky, které chovaji vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢asti II smérnice 2006/88/ES, podrobily alespon
tomuto programu dozoru, jenz zahrnuje kontroly zdravotni nezdvadnosti a odbér vzorkd k vySetfeni.

Dvoulety program dozoru:

a) hospodafstvi nebo chovné oblasti mékkyst byly podrobeny kontroldm zdravotni nezédvadnosti a odbéru vzorkt
miniméalné po dobu dvou let po sobg, jak je stanoveno v tabulce 4.A uvedené v oddile II;

b) béhem uvedeného dvouletého obdobi dospélo vySetfeni viech vzorkd pomoci diagnostickych metod
stanovenych v bodé 11.2 k negativnim vysledkiim, pokud jde o marteiliézu (Marteilia refringens), a jakékoliv
podezfeni na marteilibzu bylo vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé 11.3;

¢) maji-li byt do vzorku zafazeny druhy Ostrea edulis, Mytilus edulis nebo Mytilus galloprovincialis z ¢lenského stdtu,
oblasti ¢ jednotky s ndkazovym statusem kategorie I, musely byt do hospodéistvi nebo chovné oblasti
mékky3t uvedeny alespoil na jate tésné pedchdzejicim obdobi provddéni programu dozoru.

1.2.2 Programy eradikace

Eradikace marteiliézy (Marteilia refringens) je ve vétSiné ptipadli povaZzovina za nemoznou, ale bude-li to ¢lensky
stat povazovat za proveditelné, pouzZije se tento model programu eradikace.

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o infekci marteiliézou
(Marteilia refringens), mohou dosdhnout ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na
seznamu, za piedpokladu, Ze se vSechna hospodafstvi ¢i chovné oblasti mékkyst v rdmci ¢lenského statu, oblasti
nebo jednotky, které chovaji vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢isti Il smérnice 2006/88/ES, podrobily alespon
tomuto programu eradikace:

a) byla ac¢inné pouzita opatfeni stanovend v kapitole V oddile 3 smérnice 2006/88/ES a zejména musi byt
v blizkosti hospodafstvi nebo chovnych oblasti mékkyst dfedné prohldsenych za zamofené marteilidzou
(Marteilia refringens) vytvofena uzaviend oblast urcend v ¢l. 32 pism. b) smérnice 2006/88|ES, kterd zahrnuje
ochranné pdsmo a pasmo dozoru.
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Uzaviend oblast se vymezi piipad od piipadu s ohledem na faktory ovliviwjici rizika rozsifeni marteiliézy
(Marteilia refringens), jako je: pocCet, staif vyskyt a rozlozeni uhynulych mékkyst v hospodéfstvi nebo chovné
oblasti mékkyst zamofené marteilidzou véetné volné Zijicich meékkyst, vzdilenost a hustota sousednich
hospodéfstvi ¢i chovnych oblasti mékkyst vcetné volné zijicich mékkysa, blizkost ke zpracovatelskym
zafizenim, kontaktnim hospodéfstvim nebo chovnym oblastem mékkyst, druhy, zvlast vnimavé druhy a druhy
pfenaSect piitomné v hospoddfstvich ¢ chovnych oblastech mékkysa, chovné postupy pouzivané
v postizenych a sousednich hospodéfstvich a chovnych oblastech mékkyst, hydrodynamické podminky a jiné
urcené faktory epizootologického vyznamu.

Pro vytvofeni ochrannych pdsem a pasem dozoru plati tyto minimalni pozadavky:

i) ochranné pdsmo se vytvoii v bezprostiedni blizkosti hospodéfstvi nebo chovné oblasti mekkyst aredné
prohldsenych za zamofené marteiliozou (Marteilia refringens) a odpovidd oblasti urcené podle piislusnych
hydrodynamickych ¢i epizootologickych tdaji;

ii) pdsmo dozoru se vytvoii vné ochranného pasma a odpovidd oblasti obklopujici ochranné pasmo uréené
podle pfislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tdajs;

b) vSechna hospodafstvi a chovné oblasti mékkysa chovajici vnimavé druhy uvedené v ptiloze IV &sti I smérnice
2006/88/ES v ramci ochranného pasma, které nebyly Gfedné prohldseny za zamotfené marteiliézou (Marteilia
refringens), podléhaji ufednimu Setfeni, jez zahrnuje pfinejmensim odbér vzorki 150 mékkyst k vysetfeni po
zaCitku obdobi pfenosu marteiliézy. Neni-li obdobi pfenosu zndmo, zaéne odbér vzorkt poté, co teplota vody
piekroci 17 °C;

¢) viechna hospodafstvi a chovné oblasti mékkyst dfedné prohlaSené za zamofené marteiliozou (Marteilia
refringens) se vyklidi, ponechaji ladem a pokud mozno vy¢isti a vydezinfikuji.

Doba ponechani ladem ¢ini alespon:

i) dva mésice v piipadé hospodiistvi a chovnych oblasti mékkyst s omezenym propojenim s okolnimi
vodami, napfiklad lihni a sadek;

ii) dva mésice v piipadé hospodafstvi a chovnych oblasti mékkyst s neomezenym propojenim s okolnimi
vodami za pfedpokladu, Ze nakaZzeni mékkysi vnimavych druht a mékkysi vnimavych druht epizooto-
logicky souvisejici se zamotenym hospodaistvim nebo chovnou oblasti mékkyst byli sebrdni ¢i odstranéni
pfed ro¢nim obdobim, kdy je zndmo, Ze prevalence marteiliézy (Marteilia refringens) je maximdlni, nebo
neni-li uvedené obdobi zndmo, pted obdobim, kdy teplota vody ptekroci 17 °C;

iii) ¢trndct mésict u hospoddfstvi a chovnych oblasti mékkysti s neomezenym propojenim s okolnimi vodami
za predpokladu, Ze nakaZzeni mékkysi vnimavych druhG a meékkysi vnimavych druhd epizootologicky
souvisejici se zamofenym hospodafstvim nebo chovnou oblasti mékkyst nebyli sebrani ¢i odstranéni pred
ro¢nim obdobim, kdy je zndmo, Ze prevalence marteiliézy (Marteilia refringens) je maximadlni, nebo nejsou-li
tyto udaje zndmy, za predpokladu, Ze mékkysi vnimavych druhd nebyli sebrdni ¢i odstranéni pfed
obdobim, kdy teplota vody prekroci 17 °C.

Po vyklizeni viech hospodéfstvi a chovnych oblasti mékkysi dfedné prohldsenych za zamofené ndsleduje
alespon Ctyftydenni synchronizované ponechdni ladem.

Prislu§ny orgdn mtize pozadovat, aby byla v rdmci vytvorenych ochrannych pasem a pasem dozoru vyklizena,
vycisténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem dalsi hospodéfstvi nebo chovné oblasti mékkysi. Dobu
ponechdni ladem ur¢i piislusny orgdn na zdkladé posouzeni rizika v jednotlivych konkrétnich pfipadech;

d) do vSech hospodatstvi nebo chovnych oblasti mékkysa tfedné prohldsenych za zamofené a do vsech ostatnich
hospodafstvi ¢i chovnych oblasti mékkyst ponechanych ladem v rdmci vytvofenych ochrannych pédsem
a pdsem dozoru se nové doplni mékkysi z clenskych statdi, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem
kategorie I, pokud jde o infekci marteiliézou (Marteilia refringens).
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Nové doplnéni se provede pouze tehdy, byla-li viechna hospodafstvi afedné prohldsend za zamofend vyklizena,
vyciSténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem v souladu s bodem 1.2.2 pism. c);

e) vSechna hospodafstvi a chovné oblasti mékkysti chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢dsti Il smérnice
2006/88[ES v ramci ¢lenského sttu, oblasti nebo jednotky, na které se vztahuje program eradikace, ndsledné
podléhaji dozoru stanovenému v bodé 1.2.1 této &dsti.

.3 Konkrétni pozadavky na zachovani statusu Gzemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde o infekci marteiliézou
(Marteilia refringens)

Je-li za tcelem zachovani ndkazového statusu kategorie I zapotiebi cileny dozor, jak stanovi ¢ldnek 52 smérnice
2006/88/ES, podrobi se viechna hospodafstvi ¢i chovné oblasti mékkyst v rdmci dotéeného ¢lenského stitu,
oblasti nebo jednotky, které chovaji vnimavé druhy uvedené v piiloze IV &asti II smérnice 2006/88/ES, kontroldm
zdravotni nezdvadnosti a odbéru vzork® v souladu s tabulkou 4.B stanovenou v oddile II této &4sti, a to s ohledem
na droven rizika zavleeni marteilidzy (Marteilia refringens) u daného hospodafstvi ¢i chovné oblasti mékkysa.

Status Gzemi prostého ndkazy smi byt zachovadn pouze tehdy, pokud jsou u vSech vzorkd zjistény pomoci diagno-
stickych metod stanovenych v bodé I1.2 negativni vysledky, pokud jde o marteilidzu (Marteilia refringens), a za
pfedpokladu, 7e je jakékoliv podezfeni na marteilibzu vyloudeno diagnostickmi metodami stanovenymi
v bodé I1.3.

1.4  Pozadavky na zruseni opatfeni k zamezeni Sifeni ndkazy stanovenych v ¢lanku 39 smérnice 2006/88/ES (zména
ndkazového statusu kategorie V na ndkazovy status kategorie III), pokud jde o infekci marteilibzou (Marteilia

refringens)

Clensky stt, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o infekci marteiliézou
(Marteilia refringens), mohou dosdhnout ndkazového statusu kategorie III, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na
seznamu, za piedpokladu, Ze:

a) byly splnény pozadavky stanovené v bodé 1.2.2 pism. a), b) a c). V pfipadé, Ze ponechani ladem neni technicky
mozné, podrobi se hospodafstvi alternativnimu opatieni, které poskytne téméf obdobnou zaruku vymyceni
marteiliézy (Marteilia refringens) z prostiedi hospodafstvi;

b) do viech hospodafstvi nebo chovnych oblasti mékkyst tifedné prohldsenych za zamofené a do vSech ostatnich
hospodafstvi ¢i chovnych oblasti mékkysa ponechanych ladem/podrobenych alternativnim opatfenim v souladu
s pismenem a) v rdmci vytvofenych ochrannych pdsem a pdsem dozoru byli nové doplnéni mékkysi
z Clenskych statd, oblasti nebo jednotek s nakazovym statusem kategorie [, II ¢ III, pokud jde o infekci
marteiliézou (Marteilia refringens);

¢) k novému doplnéni doslo az poté, co viechna hospodéistvi nebo chovné oblasti mékkyst Gfedné prohldsené za
zamofené byly vyklizeny, vycistény, vydezinfikovdny a ponechdny ladem nebo podrobeny alternativnim
opatfenim v souladu s pismenem a);

d) v obdobi dvou let, které nasleduje po splnéni opatfeni uvedenych v pismenech a), b) a c), nedoslo k potvrzeni
infekce marteiliézou (Marteilia refringens) a podezfeni v pribéhu tohoto obdobi byla vyloucena postupy
stanovenymi v bodé IL.3.

II.  Diagnostické metody a Gfedni Setfeni

.1 Vzorky

K diagnostickym vySetfenim stanovenym v bodech I1.2 a 1.3 se do laboratofe zasild cely Zivocich.

.2 Diagnostické metody za tcelem ziskdni nebo zachovini statusu Gzemi prostého ndkazy, pokud jde o infekci
marteiliézou (Marteilia refringens)

Diagnostickymi metodami, které se podle podrobnych diagnostickych metod a postupl stanovenych v &asti 4
piilohy II pouziji za Glelem ziskdni nebo zachovdni statusu tzemi prostého ndkazy, pokud jde o infekci
marteiliézou (Marteilia refringens) jsou histopatologické vySetfeni, otisky tkdné ¢i PCR.
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1.3 Ufedni Setfeni a diagnostické metody za tcelem potvrzeni nebo vylouceni podezieni na infekci marteiliézou
(Marteilia refringens)

Je-li zapotiebi potvrdit nebo vylou¢it podezieni na infekci marteiliézou (Marteilia refringens) v souladu
s ¢lankem 28 smérnice 2006/88/ES, dodrZi se tento postup kontroly, odbéru vzork a vySetfeni:

a) soucdst{ ufedniho 3etfeni je alespoil jeden odbér vzorku 30 mékkyst vnimavych druhd, vychazi-li podezfeni ze
zpravy o thynu, a pokud tomu tak neni, odbér vzorku 150 mékkyst vnimavych druht, a to po zacitku
obdobi pfenosu marteiliézy (Marteilia refringens). Neni-li obdobi pfenosu zndmo, zacne odbér vzorka poté, co
teplota vody piekroci 17 °C;

b) vzorky se vySetti pomoci diagnostickych metod stanovenych v bodé i) podle podrobnych diagnostickych metod
a postupt stanovenych v piiloze II ¢asti 4 oddile I:

i) ptitomnost marteiliozy (Marteilia refringens) se povaZuje za potvrzenou v piipadé kombinace pozitivniho
vysledku histopatologického vysetfent, otisku tkdné nebo hybridizace in situ s pozitivnim vysledkem metody

PCR doplnéné sekvenovanim;

ii) podezfeni na infekci marteilibzou (Marteilia refringens) lze vyloucit, jestliZe vySetfeni uvedend v bodé i)
neodhali zddné dalsi dikazy pFitomnosti marteilidzy.

Tabulka 4.A

Program dozoru v pfipadé clenskych stiti, oblasti nebo jednotek na kontrolni obdobi pfed dosazenim statusu
azemi prostého ndkazy marteiliézou (Marteilia refringens) podle bodu 1.2.1

Pocet kontrol zdravotni nezd- | Pocet laboratornich vysetfeni L
. Pocet mekkyst ve vzorku
vadnosti za rok za rok
Hospodatstvi/chovné oblasti 1 1 150
mékkyst
Tabulka 4.B

Program dozoru v piipadé ¢lenskych stdtd, oblasti nebo jednotek za ticelem zachovini statusu dzemi prostého
ndkazy marteiliézou (Marteilia refringens) podle bodu 1.3

Urovei rizika Pocet kontrol Zdrayotm’ nezd- | et laboratornich vySetieni Pocet mekkysi ve vzorku
vadnosti
Vysokd 1 ro¢né 1 za 2 roky 150
Stredni 1 za 2 roky 1 za 2 roky 150
Nizka 1 za 2 roky 1 za 4 roky 150
CAST 5

METODY DOZORU A TLUMENI V PRIPADE INFEKCE BONAMIOZOU (BONAMIA OSTREAE)

L Pozadavky na programy pro dozor nebo eradikaci za GCelem ziskdni a zachovini statusu tizemi prostého ndkazy,
pokud jde o infekci bonamiézou (Bonamia ostreae)

I.1  Obecné pozadavky
Kontroly zdravotni nezdvadnosti a popiipadé odbér vzorkd u vyrobnich jednotek se provadéji v ro¢nim obdobi,

kdy je zndmo, Ze prevalence bonamidzy (Bonamia ostreae) v clenském stdté, oblasti nebo jednotce je maximalni.
Nejsou-li tyto ddaje dostupné, provede se odbér vzorkd v zimé nebo na zacdtku jara.
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Maji-li byt mékkysi odebrdni v souladu s pozadavky stanovenymi v ¢asti 5, pouZijf se tato kritéria:

a) pokud jsou pitomny ustfice jedlé (Ostrea edulis), vyberou se k odbéru vzorkd pouze ustfice tohoto druhu.
Pokud ustFice jedlé (Ostrea edulis) pfitomny nejsou, musi byt ve vzorku zastoupeny vSechny ostatni pfitomné
vnimavé druhy;

b) jsou-li pftomni slabi, rozevieni nebo Cerstvé uhynuli, ale nerozkladajici se mékkysi, jsou pfednostné vybrani
oni. Nejsou-li tito mékkysi ptitomni, zahrnuji vybrani mékkysi nejstarsi zdravé mékkyse;

¢) pokud se vzorky odebiraji v hospoddfstvich, kde se k produkci pouzivd vice vodnich zdrojii, musi byt soucdsti
vzorkt mékkysi ze viech vodnich zdrojt, aby byly ve vzorku pomérné zastoupeny vSechny cdsti hospodatstvi;

d) pfi odbéru vzorkd v chovnych oblastech mékkysi se do vzorku zatadi mékkysi z dostate¢ného poctu mist
odbéru vzorkd. Hlavnimi faktory, které je pfi vybéru mist odbéru vzorkd tieba vzit v dvahu, jsou pfedchozi
mista, kde byla zji§téna bonamiéza (Bonamia ostreae), intenzita chovu, vodni toky, pfitomnost vnimavych druhd,
pfitomnost druht prenasecs, hloubkové poméry a fidici postupy. Vzorky se odebiraji na mistech, kde se
mékkysi vyskytuji pfirozené, v rdmci chovnych oblasti nebo oblasti s nimi sousedicich.

1.2 Konkrétni pozadavky na dosaZeni ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o bonamidzu (Bonamia ostreae)
1.2.1 Programy dozoru

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie III, pokud jde o bonamiézu (Bonamia
ostreae), mohou opét dosahnout ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu,
za piedpokladu, Ze se vSechna hospodafstvi v ramci ¢lenského stitu, oblasti ¢i jednotky, kterd chovaji vnimavé
druhy uvedené v piiloze IV ¢asti II smérnice 2006/88/ES, podrobila alesponn tomuto programu dozoru, jenz
zahrnuje kontroly zdravotni nezdvadnosti a odbér vzork k vySetfeni.

Dvoulety program dozoru:

a) hospodifstvi a chovné oblasti mékkysa, které chovaji vnimavé druhy uvedené v pifloze IV ¢&asti II smérnice
2006/88/ES, byly podrobeny kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru vzorkd minimalné po dobu dvou let
po sobg, jak je stanoveno v tabulce 5.A uvedené v této ¢asti;

b) vysetfeni viech vzorkdi pomoci diagnostickych metod stanovenych v bodé 1.2 dospélo za dvouleté obdobi
k negativnim vysledktim, pokud jde o bonamiézu (Bonamia ostreae), a jakékoliv podezfeni na bonamidzu bylo
vylouceno diagnostickymi metodami stanovenymi v bodé II.3;

¢) maé-li byt do vzorku zafazena Ostrea edulis z ¢lenského stitu ¢i jednotky s ndkazovym statusem kategorie I,
musela byt do hospodafstvi nebo chovné oblasti mékkysti uvedena nejpozdéji na podzim, jenZz tésné piedchazel
obdobi provddéni programu dozoru.

1.2.2 Programy eradikace

Eradikace bonamidzy (Bonamia ostreae) je ve vétSiné piipadii povazovdna za nemoznou, ale bude-li to clensky stt
povaZzovat za proveditelné, pouZije se tento model programu eradikace.

Clensky stdt, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o bonamiézu (Bonamia
ostreae), mohou opét dosdhnout ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu,
za predpokladu, Ze se vSechna hospoddfstvi ¢i chovné oblasti mékkyst v ramci ¢lenského stitu, oblasti nebo
jednotky, kterd chovaji vnimavé druhy uvedené v pifloze IV &isti II smérnice 2006/88[ES, podrobila alespon
tomuto programu eradikace:

a) byla G¢inné pouzita minimdlni opatfeni pro tlumeni ndkazy stanovend v kapitole V oddile 3 smérnice
2006/88[ES a zejména byla v blizkosti hospodéfstvi nebo chovnych oblasti mékkyst Gfedné prohldsenych za
zamofené bonamidzou (Bonamia ostreae) vytvorena uzaviend oblast uvedend v ¢l. 32 pism. b) uvedené smérnice,
kterd zahrnuje ochranné pdsmo a pdsmo dozoru.
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Uzaviend oblast se vymezi piipad od ptipadu s ohledem na faktory ovliviwjici rizika rozsiteni této ndkazy
uvedené na seznamu, jako je: poCet, vyskyt, stdfi a rozloZeni uhynulych mékkyst v hospodafstvi nebo chovné
oblasti mékkysa zamofené infekci Bonamia ostreae véetné volné Zzijicich mékkyst, vzddlenost a hustota
sousednich hospodafstvi ¢i chovnych oblasti mékkyst vcetné volné Zijicich mékkyst, blizkost ke zpracova-
telskym zafizenim, kontaktnim hospodéfstvim nebo chovnym oblastem mékkyst, druhy ptitomné v hospodai-
stvich ¢ chovnych oblastech mékkysa, zvlast vnimavé druhy a druhy pfenaSectl, chovné postupy pouzivané
v postizenych a sousednich hospoddfstvich nebo chovnych oblastech mékkysa, hydrodynamické podminky
a jiné urCené faktory epizootologického vyznamu.

Pro vytvofeni ochrannych pdsem a pdsem dozoru plati tyto minimalni pozadavky:

i) ochranné pasmo se vytvoii v bezprosttedni blizkosti hospodafstvi nebo chovné oblasti mékkyst dredné
prohldSenych za zamofené bonamiézou (Bonamia ostreae) a odpovidd oblasti urcené podle piislusnych
hydrodynamickych ¢i epizootologickych tdaji;

ii) pdsmo dozoru se vytvoii vné ochranného pasma a odpovidd oblasti obklopujici ochranné pasmo uréené
podle piislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tdajs;

b) vSechna hospodafstvi a chovné oblasti mékkysa chovajici vnimavé druhy uvedené v ptiloze IV &sti I smérnice
2006/88[ES v ramci ochranného pdsma, které nebyly Gfedné prohldeny za zamofené bonamidzou (Bonamia
ostreae), podléhaji Gfednimu Setfeni, jeZ pfinejmensim zahrnuje odbér vzorku 150 mékky$a vnimavych druht
k vySetfeni po zacitku obdobi pfenosu bonamidzy. Neni-li obdobi pfenosu znidmo, za¢ne odbér vzorkd v zimé
nebo na zactku jara;

¢) vSechna hospodéistvi a chovné oblasti mékkysii afedné prohldsené za zamofené bonamibzou (Bonamia ostreae)
jsou vyklizeny, ponechdny ladem a pokud moZno vycistény a vydezinfikoviny. Doba ponechdni ladem ¢ini
alespon $est mésicd.

Po vyklizeni vSech hospodafstvi nebo chovnych oblasti mékkysa tfedné prohldsenych za zamotené ndsleduje
alespon ¢tyftydenni synchronizované ponechdni ladem.

Pfislusny orgdn muizZe pozZadovat, aby byla v rdmci vytvorenych ochrannych pasem a pdsem dozoru vyklizena,
vycisténa, vydezinfikovina a ponechdna ladem dalsi hospodafstvi nebo chovné oblasti mékkysa. Dobu
ponechdni ladem ur¢i piislusny orgdn na zdkladé posouzeni rizika v jednotlivych konkrétnich piipadech;

d) do vSech hospodatstvi nebo chovnych oblasti mékkysa tfedné prohldsenych za zamofené a do vSech ostatnich
hospodétstvi ¢ chovnych oblasti mékkyst ponechanych ladem v rdmci vytvofenych ochrannych pdsem
a pdsem dozoru se nové doplni mékkysi z clenskych statd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem
kategorie I, pokud jde o infekci bonamibzou (Bonamia ostreae). Nové doplnéni se provede pouze tehdy, byla-li
viechna hospodafstvi tifedné prohldSend za zamotend vyklizena, vycisténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem
v souladu s bodem 1.2.2 pism. c);

e) vSechna hospodafstvi a chovné oblasti mékkysti chovajici vnimavé druhy uvedené v priloze IV ¢dsti Il smérnice
2006/88[ES v ramci ¢lenského stdtu, oblasti nebo jednotky, na které se vztahuje program eradikace, musi
nésledné podléhat programu dozoru stanovenému v bodé 1.2.

.3 Konkrétni pozadavky na zachovani statusu Gzemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde o infekci bonamiézou
(Bonamia ostreae)

Je-li za ticelem zachovini ndkazového statusu kategorie I zapotiebi cileny dozor, jak stanovi ¢lanek 52 smérnice
2006/88ES, podrobi se viechna hospodafstvi ¢i chovné oblasti mékkyst v rdmci dotéeného ¢lenského stitu,
oblasti nebo jednotky, které chovaji vnimavé druhy uvedené v priloze IV ¢&sti Il uvedené smérnice, kontroldm
zdravotni nezdvadnosti a odbéru vzorki v souladu s tabulkou 5.B stanovenou v oddile II této ¢asti, a to s ohledem
na uroven rizika zavleceni infekce bonamiézou (Bonamia ostrese) u daného hospodaistvi ¢i chovné oblasti
mékkysi.

Status tizemi prostého ndkazy, pokud jde o infekci bonamiézou (Bonamia ostreae), miiZe byt zachovan pouze tehdy,
pokud byly u viech vzorki zjistény pomoci diagnostickych metod stanovenych v bodé I1.2 negativni vysledky,
pokud jde o bonamidzu, a pokud bylo jakékoliv podezfeni na bonamiézu vyloueno diagnostickymi metodami
stanovenymi v bodé I1.3.
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1.4  Pozadavky na zruseni opatfeni k zamezeni $ifeni ndkazy stanovenych v ¢ldnku 39 smérnice 2006/88/ES (zména
ndkazového statusu z kategorie V na ndkazovy status kategorie III), pokud jde o infekci bonamiézou (Bonamia
ostreae).

Clensky stt, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o infekci bonamiézou
(Bonamia ostreae), mohou dosdhnout ndkazového statusu kategorie III, pokud jde o uvedenou nakazu, za
piedpokladu, Ze:

a) byly splnény pozadavky stanovené v bodé 1.2.2 pism. a), b) a ¢). V pfipadé, Ze ponechini ladem neni technicky
mozné, podrobi se hospodéfstvi alternativnimu opatfeni, které poskytne téméf obdobnou zdruku vymyceni
bonamidzy (Bonamia ostreae) z prostfedi hospodafstvi;

=

do vsech hospodéistvi nebo chovnych oblasti mékkysti dfedné prohldsenych za zamorené a do viech ostatnich
hospodafstvi ¢i chovnych oblasti mékkyst ponechanych ladem/podrobenych alternativnim opatfenim v souladu
s pismenem a) v rdmci vytvorenych ochrannych pdsem a pdsem dozoru byli nové doplnéni mékkysi
z Clenskych statd, oblasti nebo jednotek s nakazovym statusem kategorie [, II ¢ III, pokud jde o infekei
bonamidzou (Bonamia ostreae);

¢) k novému doplnéni doslo az poté, co viechna hospodéistvi nebo chovné oblasti mékkyst Gfedné prohldsené za
zamofené byly vyklizeny, vycistény, vydezinfikoviny a ponechdny ladem/podrobeny alternativnim opatfenim
v souladu s pismenem a);

d) v obdobi dvou let, které ndsleduje po splnéni opatfeni uvedenych v pismenech a), b) a ¢), nedoslo k potvrzeni
infekce bonamiézou (Bonamia ostreae) a podezfeni v priibéhu tohoto obdobi byla vylouCena postupy
stanovenymi v bodé I1.3.

II.  Diagnostické metody a diagnostickd kritéria
.1 Vzorky

K diagnostickym vySetfenim stanovenym v bodech I1.2 a II.3 se do laboratofe zasila cely Zivocich.

.2 Diagnostické metody za tcelem ziskdni nebo zachovdni statusu tzemi prostého ndkazy, pokud jde o infekci
bonamidzou (Bonamia ostreae)

Diagnostickymi metodami, které maji byt pouzity za ucelem ziskani nebo zachovéni statusu tzemi prostého
ndkazy, pokud jde o infekci bonami6ézou (Bonamia ostreae), jsou histopatologické vysetieni, otisky tkdné ¢i PCR. Pfi
uplatiiovani téchto diagnostickych metod musi byt pouzity odpovidajici podrobné metody a postupy stanovené
v piiloze II ¢dsti 5.

1.3 Diagnostickd kritéria za G¢elem potvrzeni nebo vylouceni podezfeni na infekci bonamiézou (Bonamia ostreae)

Je-li zapotiebi potvrdit nebo vyloucit podezfeni na infekci bonamiézou (Bonamia ostreae) v souladu s ¢lankem 28
smérnice 2006/88/ES, dodrzi se tento postup kontroly, odbéru vzorka a vySetteni:

Soucdsti ufedniho Setfeni je v pipadé, ze podezfeni vychdzi ze zprdvy o dhynu, alespori jeden odbér
vzorku 30 mékkyst vnimavych druhd; pokud tomu tak neni, vybere se k odbéru vzorku 150 mékkyst vnimavych
druhd, a to po zacitku obdobi pfenosu bonamidzy (Bonamia ostreae). Neni-li obdobi pfenosu zndmo, za¢éne odbér
vzorkdl v zimé nebo na zacdtku jara. Vzorky se vysetii pomoci diagnostickych metod stanovenych v bodé i) podle
podrobnych diagnostickych metod a postupti stanovenych v pifloze II ¢asti 5 oddile L.

i) piitomnost bonamibzy (Bonamia ostreae) se povaZuje za potvrzenou v pifpadé kombinace pozitivniho vysledku
histopatologického vysetieni, otisku tkdné nebo hybridizace in situ s pozitivnim vysledkem metody PCR
doplnéné sekvenovanim v souladu se schvalenymi metodami a postupy stanovenymi v ¢asti 5 piilohy II;

ii) podezfeni na pfitomnost infekce bonamidzou (Bonamia ostreae) se vyloudi, jestlize uvedend vySetfeni neodhali
z4dné dalsi dikazy pFitomnosti bonamidzy.
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Tabulka 5.A

Program dozoru v pfipadé clenskych stdti, oblasti nebo jednotek na kontrolni obdobi pfed dosazenim statusu
tzemi prostého nikazy bonamiézou (Bonamia ostreae) podle bodu 1.2.1

Pocet kontrol zdravotni neza-
vadnosti za rok

Pocet laboratornich vysetfeni
za rok

Pocet mékkysu ve vzorku

Hospodafstvi/chovné
meékkysi

oblasti 1

150

Tabulka 5.B

Program dozoru v pfipadé ¢lenskych stdtd, oblasti nebo jednotek za ti¢elem zachovini statusu dzemi prostého
ndkazy bonamiézou (Bonamia ostreae) podle bodu 1.3

Urovei rizika Pocet kontrol zdravotnf neza- Pocet laboratornich vysetfeni Pocet mékkysu ve vzorku
vadnosti
Vysoka 1 ro¢né 1 za 2 roky 150
Stredni 1 za 2 roky 1 za 2 roky 150
Nizka 1 za 2 roky 1 za 4 roky 150

CAST 6

METODY DOZORU A TLUMENI NAKAZY V PRIPADE BELOSKVRNITOSTI (WHITE SPOT DISEASE)

L Pozadavky na programy pro dozor a eradikaci za tielem ziskdni a zachovéni statusu Gzemi prostého nikazy, pokud
jde o béloskvrnitost, a za ti€elem zamezeni Sifeni infekce WSSV

L1 Obecné pozadavky na kontroly a odbér vzorkt

Odbér vzorkt koryst k laboratornimu vySetfeni se provede, kdykoliv je pravdépodobné, ze teplota vody
dosdhne svého nejvysstho bodu v roce. Pozadavek na teplotu vody se také vztahuje, je-li to proveditelné
a vhodné, na kontroly zdravotni nezavadnosti,.

Maji-li byt chovani korysi odebréni v souladu s pozadavky stanovenymi v této &asti, pouziji se tato kritéria:

a) jsou-li ve vyrobnich jednotkich pfitomni slabi nebo umirajici korysi, jsou pfednostné vybrani oni. Nejsou-li
tito korysi pitomni, vybere se vzorek tak, aby v ném byli pomérné zastoupeni korysi vybranych vnimavych
druhd z rtiznych velikostnich kohort, tedy nedospéli i dospéli jedinci;

b) pokud je pro produkci koryst vyuzivan vice nez jeden vodni zdroj, musi se korysi do vzorku vybrat tak, aby
byly zastoupeny viechny vodni zdroje.

Je-li v souladu s piilohou V ¢dsti I bodem 2 odst. 2 smérnice 2006/88/ES zapottebi cileny dozor u volné
zijicich populaci, urci se pocet a zemépisné rozlozeni mist odbéru vzorkd tak, aby bylo dosazeno pfiméfeného
pokryti ¢lenského stitu, oblasti nebo jednotky. Mista odbéru vzorka se také vybiraji tak, aby byly zastoupeny
rizné ekosystémy, kde se nachdzeji populace volné Zijicich vnimavych druhd, a to mofské systémy, tsti a fi¢ni
a jezern{ systémy.
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Je-li v souladu s piilohou V &isti 1 bodem 2 smérnice 2006/88/ES zapotiebi cileny dozor u volné Zzijicich
populaci, vyberou se korysi k odbéru vzorkd takto:

i) v oblastech s mofskymi systémy a Gstimi je vybrdn jeden nebo vice téchto druht: Carcinus maenas, Cancer
pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus puber, Crangon crangon, Homarus gammarus, Palaemon
adspersus nebo druhy garnelovitych (Celedi Penaeidae), a to Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus, Penaeus
semisulcatus. Nejsou-li uvedené druhy pfitomny, musi byt ve vzorku zastoupeny jiné pfitomné vnimavé
druhy desetinohych kory3u. Vzhledem k Siroké fadé vnimavych hostitell 1ze hostitele vybrat z roda nebo
Celedi fadu Decapoda, u kterych byla experimentdlné ¢i pfirozené prokdzdna vnimavost;

ii) v Fi¢nich a jezernich systémech je vybrdn jeden nebo vice téchto druhii: Pacifastacus leniusculus, Astacus
leptodactylus, Austropotamobius pallipes nebo Orconectes limosus. Nejsou-li uvedené druhy pfitomny, musi byt
ve vzorku zastoupeny jiné piitomné vnimavé druhy desetinohych koryst. Vzhledem k Siroké fadé
vnimavych hostitelt 1ze hostitele vybrat z rodii nebo ¢eledi fddu Decapoda, u kterych byla experimentalné ¢i
pfirozené prokdzdna vnimavost;

iii) jsou-li pfitomni slabi nebo umirajici korysi, jsou pfednostné vybrdni oni. Nejsou-li tito korysi p¥tomni,
vybere se vzorek tak, aby v ném byli pomérné zastoupeni korysi vybranych vnimavych druht z rtiznych
velikostnich kohort, tedy nedospéli i dospéli jedinci.

1.2 Konkrétni pozadavky na dosazeni ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o béloskvrnitost
[2.1  Programy dozoru

a) Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji nikazovy status kategorie III, pokud jde o béloskvrnitost,
mohou v souladu s pfilohou III ¢sti B smérnice 2006/88/ES dosihnout ndkazového statusu kategorie I,
pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, jestlize vSechna hospodéfstvi chovajici vnimavé druhy
uvedené v piiloze IV ¢&sti II zminéné smérnice v Clenském stdté, oblasti nebo jednotce spliuji piislusné
pozadavky stanovené v piiloze V uvedené smérnice a jestlize dand hospodafstvi, a vyzaduje-li to pfiloha V
¢ast I bod 2 odst. 2 smérnice 2006/88/ES, i mista odbéru vzorkd u volné Zzijicich populaci vybranych
v souladu s danym bodem podléhaji tomuto dvouletému programu dozoru zahrnujicimu kontroly zdravotni
nezdvadnosti a odbér vzorkt k vySeteni.

Hospodafstvi nebo mista odbéru vzorkd byla podrobena kontroldm zdravotni nezdvadnosti a odbéru vzorka
minimdlné po dobu dvou let po sobg, jak je stanoveno v tabulce 6.A uvedené v oddile IL

Za toto dvouleté obdobi dospélo vysetfeni vSech vzorkli pomoci diagnostickych metod stanovenych
v bodé I1.2 k negativnim vysledkiim, pokud jde o infekci béloskvrnitosti, a jakékoliv podezieni na béloskvr-
nitost bylo vylou¢eno diagnostickymi metodami stanovenymi v bod¢ II.3;

b) bude-li v pribéhu provadéni programu dozoru uvedeného v pismenu a) v hospodéistvi zafazeném do
uvedeného programu dozoru potvrzena infekce WSSV, a bude-li mu tedy odnat nakazovy status kategorie II,
muze uvedené hospodafstvi okamzité ziskat ndkazovy status kategorie II zpét a pokracovat v provadéni
programu dozoru za uelem ziskdni statusu tzemi prostého ndkazy bez provedeni programu eradikace
stanoveného v bodé 1.2.2 za ptedpokladu, Ze:

i) sejednd o kontinentdlni hospodafstvi, jehoz ndkazovy status, pokud jde o béloskvrnitost, je nezavisly na
nakazovém statusu okolnich pfirodnich vod, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, v souladu
s ptilohou V ¢asti Il bodem 3 smérnice 2006/88/ES;

ii) byla vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem; doba ponechdni ladem musi ¢init alespon
Sest tydnd;

i) byli do n& nové doplnéni korysi z clenskych stdtd, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem
kategorie I, pokud jde o béloskvrnitost.
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[2.2  Programy eradikace
1.2.2.1 Obecné pozadavky

Clensky stat, oblast nebo jednotka, které maji ndkazovy status kategorie V, pokud jde o béloskvrnitost, mohou
dosdhnout ndkazového statusu kategorie I, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, za pfedpokladu, Ze
se vSechna hospodéfstvi v rdmci Clenského stdtu, oblasti ¢i jednotky, kterd chovaji vnimavé druhy uvedené
v piiloze IV &sti Il smérnice 2006/88ES, podrobila alespoii tomuto programu eradikace:

a) musi byt G¢inné pouzita minimdlni opatfeni pro tlumeni ndkazy stanovend v kapitole V oddile 4 smérnice
2006/88|ES a v blizkosti hospodafstvi tifedné prohldsenych za zamofend béloskvrnitosti musi byt vytvorena
uzaviend oblast uvedend v ¢l. 32 pism. b) zminéné smérnice, kterd zahrnuje ochranné pasmo a pdsmo
dozoru.

Uzaviena oblast musi byt vymezena piipad od piipadu s ohledem na faktory ovliviiujici rizika rozsiteni
béloskvrnitosti na chované a volné Zzijici koryse, jako je pocet, vyskyt a rozlozeni uhynulych koryst
v hospodafstvi zamofeném béloskvrnitosti, vzdalenost a hustota sousednich hospodafstvi, kontaktni
hospodafstvi, druhy pfitomné v hospodafstvich, chovné postupy pouzivané v postizenych a sousednich
hospodafstvich, hydrodynamické podminky a jiné urcené faktory epizootologického vyznamu.

Pro vytvofeni{ ochrannych pdsem a pasem dozoru plati tyto minimalni pozadavky:

i) ochranné pdsmo se vytvoii v bezprostiedni blizkosti hospodafstvi Gfedné prohldseného za zamofené
béloskvrnitosti a odpovida:

1) v motskych oblastech a v oblastech v usti: oblasti kruhového ptdorysu o poloméru pfinejmensim
jednoho posunu piilivu nebo pfinejmensim 5 km podle toho, ktery je vétsi, jejimz stiedem je
hospodafstvi Gfedné prohldsené za zamotené béloskvrnitosti, nebo obdobné oblasti urcené na zakladé
piislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tidaji; nebo

2) ve sladkych vodach: celému povodi hospodéfstvi Gfedné prohldseného za zamofené béloskvrnitosti;
piislusny orgdn mizZe omezit rozsah ochranného pdsma na Cdsti povodi za predpokladu, Ze neni
ohroZena prevence $ifeni b&loskvrnitosti;

ii) pdsmo dozoru se vytvoii vné ochranného pasma a odpovida:

1) v moiskych oblastech: plose, kterd kolem ochranného pdsma pfesahuje pasma posunu piilivu, nebo
plose, kterd kolem ochranného pdsma pfesahuje pasma posunu piilivu, nebo plose kruhového
ptidorysu o poloméru 10 km od stfedu ochranného pasma nebo obdobné oblasti urcené na zakladé
piislusnych hydrodynamickych nebo epizootologickych tidaji; nebo

2) ve sladkych vodéach: rozsifené oblasti vné vytvofeného ochranného pdsma;

b) vSechna hospodafstvi chovajici vnimavé druhy uvedené v pifloze IV ¢asti II smérnice 2006/88/ES v rdmci
ochranného pédsma, kterd nebyla tifedné prohldsena za zamofend béloskvrnitosti, se podrobi drednimu
Setfenti, jehoZ soucdsti je alespon:

i) odbér vzorku 10 koryst k vySetfeni, jsou-li pozorovany klinické nebo postmortalni piiznaky odpovidajici

infekci béloskvrnitost{, ¢i minimdlné 150 koryst, nejsou-li pozoroviny klinické ani postmortdlni
piiznaky; a

ii) jedna kontrola zdravotni nezdvadnosti; v hospodafstvich, kde vySetfeni uvedend v bodé i) pfinesla
negativn{ vysledky, kontroly zdravotni nezdvadnosti pokracuji jednou mésiéné v roénim obdobi, kdy
teplota vody pravdépodobné dosdhne svého nejvysstho bodu v roce, a to az do odvoldni ochranného
pasma v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. ¢);
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¢) vSechna hospodafstvi Gfedné prohldSend za zamofend béloskvrnitosti jsou vyklizena, vyciSténa, vydezinfi-
kovéna a ponechdna ladem. Doba ponechdni ladem ¢&inf alespoii Sest tydnil. Po vyklizeni vSech hospodafstvi
ufedné prohldSenych za zamofend ndsleduje alesponi tiitydenni synchronizované ponechdni ladem. Toto
pismeno se také pouZije na novd hospodafstvi tfedné prohldSend za zamofend v prubéhu provadéni
programu eradikace.

Po ponechdni hospodafstvi tfedné prohldsenych za zamotend ladem se ochrannd pdsma zméni na pasma
dozoru.

Pfislusny orgdn muZe pozadovat, aby byla v rdmci vytvofenych ochrannych pdsem a pdsem dozoru
vyklizena, vycisténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem dalsi hospodéfstvi. Dobu ponechdni ladem urci
piislusny orgdn na zdkladé posouzen rizika v jednotlivych konkrétnich p¥ipadech;

d) do vSech hospodafstvi tifedné prohldsenych za zamofend a do vSech ostatnich hospodafstvi ponechanych
ladem v rdmci vytvofenych ochrannych pasem a pasem dozoru se nové doplni:

i) korysi z ¢lenskych statti, oblasti nebo jednotek s ndkazovym statusem kategorie I, pokud jde o béloskvr-
nitost; nebo

ii) po prechodné obdobi do 31. prosince 2020 korysi z clenskych stdtd, oblasti nebo jednotek se
schvdlenym programem dozoru pro béloskvrnitost.

K novému doplnéni dojde pouze tehdy, byla-li vSechna hospodafstvi tifedné prohldSend za zamorend
béloskvrnitosti vyklizena, vycisténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem v souladu s bodem 1.2.2.1 pism. c).

e) vSechna hospodarstvi chovajici vnimavé druhy uvedené v piiloze IV ¢asti II smérnice 2006/88/ES v rdmci
Clenského stitu, oblasti nebo jednotky, na které se vztahuje program eradikace, a je-li pozadovin dozor
u volné zijicich populaci, mista odbéru vzorkd vybrand v souladu s piflohou V ¢&isti I bodem 2 odst. 2
uvedené smérnice ndsledné podléhala alespon takovému programu, jaky je stanoven v bodé 1.2.1.

.2.2.2 Pozadavky na opétovné ziskani statusu Gzemi prostého ndkazy, pokud jde o béloskvrnitost, pro kontinentdlni
jednotky zahrnujici jedno jediné hospodafstvi, které bylo difve prohldseno za prosté nakazy béloskvrnitost{

Kontinentdln{ jednotka zahrnujici jedno jediné hospodéfstvi, které méd ndkazovy status kategorie I, pokud jde
o béloskvrnitost, jejiz nikazovy status, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, je nezdvisly na okolnich
piirodnich vodach v souladu s p#lohou V ¢&isti II bodem 3 smérnice 2006/88/ES a jejiz status kategorie I byl
odvoldn v souladu s ¢l. 53 odst. 3 uvedené smérnice, miize opét ziskat ndkazovy status kategorie I okamzité
poté, co piislusny orgdn potvrdi, Ze byly splnény tyto podminky:

a) hospodéistvi s béloskvrnitosti bylo vyklizeno, vy¢isténo, vydezinfikovino a ponechdno ladem; doba
ponechdni ladem musela byt alespon $est tydnd;

b) do hospoddfstvi s beloskvrnitosti byli nové doplnéni korysi z clenskych stitd, oblasti nebo jednotek
s ndkazovym statusem kategorie I, pokud jde o béloskvrnitost.

1.3 Konkrétni pozadavky na zachovani statusu tzemi prostého ndkazy (kategorie I), pokud jde o béloskvrnitost

Je-li za Géelem zachovani ndkazového statusu kategorie I zapotiebi cileny dozor, jak stanovi ¢ldnek 52 smérnice
2006/88/ES, podrobi se vSechna hospodafstvi v ramci dotéeného ¢lenského stétu, oblasti nebo jednotky, kterd
chovaji vnimavé druhy uvedené v pfiloze IV &isti II zminéné smérnice, kontrole zdravotni nezdvadnosti
a odbéru vzorkd v souladu s tabulkou 6.B stanovenou v oddile II, a to s ohledem na troven rizika zavleceni
béloskvrnitosti u daného hospodafstvi.

V clenskych stitech, oblastech nebo jednotkdch, kde je pocet hospoddfstvi omezeny a cileny dozor nad
uvedenymi hospodafstvimi neposkytuje dostatecné epizootologické tdaje, zahrnuji programy dozoru za tcelem
zachovéni statusu Gzemi prostého ndkazy mista odbéru vzorkli vybrand v souladu s poZadavky stanovenymi
v bodé 1.
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V uvedenych mistech odbéru vzorkt se kontroly a odbér vzorkti provadéji rota¢né vzdy u 50 % mist odbéru
vzorkti kazdy rok. Odbér vzorkti se provadi v souladu s tabulkou 6.B uvedenou v oddile II. Vzorky jsou
vybrdny, pfipraveny a vySetfeny diagnostickymi metodami a metodami odbéru vzorkt stanovenymi v oddile II
a laboratorni vySetfeni musi dospét k negativnim vysledkiim, pokud jde o pivodce béloskvrnitosti.

Status tzemi prostého ndkazy je zachovan pouze tehdy, pokud byly u viech vzorkd zkousenych pomoci diagno-
stickych metod a metod odbéru vzorkd stanovenych v bodé IL2 zjistény negativni vysledky, pokud jde
o béloskvrnitost, a pokud bylo jakékoliv podezieni na béloskvrnitost vylouCeno Gfednim Setfenim a diagnostic-
kymi metodami stanovenymi v bodg IL.3.

L4 Pozadavky na zruSeni opatfeni k zamezeni $ifeni ndkazy stanovenych v ¢lanku 39 smérnice 2006/88/ES (zména
z nakazového statusu kategorie V na ndkazovy status kategorie III), pokud jde o béloskvrnitost

Clensky stdt, oblast nebo jednotka, které maji nakazovy status kategorie V, pokud jde o béloskvrnitost, mohou
dosdhnout ndkazového statusu kategorie III, pokud jde o tuto ndkazu uvedenou na seznamu, za predpokladu,
ze:

a) byly splnény pozadavky stanovené v bodé 1.2.2.1 pism. a), b) a ¢). V piipadé, Ze ponechdni ladem neni
technicky mozné, podrobi se hospodafstvi alternativnimu opatfenti, které poskytne téméf obdobnou zaruku
vymyceni WSSV z prostiedi hospodafstvi;

b) do vsech hospodafstvi Gifedné prohldsenych za zamotend béloskvrnitosti a do vSech ostatnich hospodaistvi
ponechanych ladem/podrobenych alternativnim opatfenim v souladu s pismenem a) v rdmci vytvofenych
ochrannych pdsem a pdsem dozoru byli nové doplnéni korysi z clenskych sttd, oblasti nebo jednotek
s ndkazovym statusem kategorie I, II & III, pokud jde o béloskvrnitost;

¢) k novému doplnéni doslo az poté, co vSechna hospodafstvi Gfedné prohldsend za zamotend béloskvrnitosti
byla vyklizena, vy¢isténa, vydezinfikovdna a ponechdna ladem/podrobena alternativnim opatfenim v souladu
s pismenem a);

d) v obdobi dvou let, které ndsleduje po splnéni opatfeni uvedenych v pismenech a) a b), nedoslo ke zjisténi
béloskvrnitosti a podezieni v pribéhu tohoto obdobi byla vylouc¢ena postupy stanovenymi v bodé I1.3.

IL Diagnostické metody a metody odbéru vzorki
.1 Vzorky

Pred piipravou vzorkd na dvoustupniovou polymerdzovou fetézovou reakci se vzorky integumentdrni epidermis,
bud’ resekované, nebo obsazené na kracivych koncetindch, na pleopodich, v dstnim dstroji ¢i v Zzdbrach
pokusného zvitete, fixuji v 95 % ethanolu.

Za ucelem podlozeni diagnostickych tidajii vzeslych z PCR lze odebrat dalsi vzorky, které se fixuji pro ucely
histologie a transmisni elektronové mikroskopie.

.2 Diagnostické metody za déelem ziskdni nebo zachovani statusu tizemi prostého nakazy, pokud jde o béloskvr-
nitost

Diagnostickou metodou, kterd ma byt pouZita za tcelem ziskdni nebo zachovani statusu tzemi prostého
ndkazy, pokud jde o béloskvrnitost, podle podrobnych metod a postupii stanovenych v &isti 6 prilohy II, je
dvoustupiiovd polymerdzova Fetézova reakce.

V ptipadé pozitivniho vysledku dvoustupniové polymerdzové fetézové reakce je vysledek pfed provedenim
pocatecnich opatfeni pro tlumeni ndkazy stanovenych v ¢&lanku 28 smérnice 2006/88/ES potvrzen
sekvenovanim amplikonu, je-li to v praktickych podminkdch proveditelné, prokdzdnim patognomonickych
piiznakt béloskvrnitosti u uvedenych vybranych hostiteld prostfednictvim histologie a transmisni elektronové
mikroskopie.

1.3 Metody tifedniho Setfeni a diagnostické metody za G¢elem vylouceni podezieni na ptitomnost infekce béloskvr-
nitosti nebo jejtho potvrzeni

Je-li zapotiebi potvrdit pfitomnost infekce béloskvrnitosti nebo vyloucit podezieni na tuto ndkazu v souladu
s ¢lankem 28 smérnice 2006/88/ES, dodrZi se tyto postupy kontroly, odbéru vzorki a vysetieni:

a) ufedni Setfeni zahrnuje alespon jednu kontrolu zdravotni nezdvadnosti a jeden odbér vzorkd 10 koryst,
jsou-li pozorovany klinické nebo postmortdlni pfiznaky odpovidajici infekci béloskvrnitosti, ¢i 150 koryst,
nejsou-li pozorovany klinické ani postmortdlni ptiznaky. Vzorky se vySetii diagnostickou metodou
stanovenou v bodé¢ I1.2 (dvoustupriovéd polymerdzové fetézovd reakce);
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b) pfitomnost béloskvrnitosti se povazuje za potvrzenou, je-li dvoustupiiovd polymerdzovd fetézovd reakce
ndsledovand sekvenovanim podle podrobnych metod a postupt stanovenych v &isti 6 piilohy II pozitivni

a jsou-li u vybranych hostitelt pfitomny patognomonické piiznaky béloskvrnitosti.

Podezfeni na béloskvrnitost lze vyloudit, jestlize uvedend vysetieni neodhali dalsi dikazy p¥{tomnosti
béloskvrnitosti.

Tabulka 6.A

Program dozoru v pfipadé clenskych stdtd, oblasti nebo jednotek na dvouleté kontrolni obdobi pied
dosazenim statusu dzemi prostého ndkazy béloskvrnitosti podle bodu 1.2.1

Pocet klinickych kontrol za
rok

Pocet laboratornich vysetfeni
za rok

Pocet koryst ve vzorku

Hospodafstvi/mista
vzorkd

odbéru

1

1

150

Tabulka 6.B

Program dozoru v pifipadé lenskych stéti, oblasti nebo jednotek za ti¢elem zachovini statusu tizemi prostého
nédkazy béloskvrnitosti podle bodu 1.3

Uroven rizika

Pocet kontrol zdravotni neza-

Pocet laboratornich vysetfeni

Pocet korysi ve vzorku

vadnosti
Vysokd 1 ro¢né 1 za 2 roky 150
Stredni 1 za 2 roky 1 za 2 roky 150
Nizkd 1 za 2 roky 1 za 4 roky 150
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PRILOHA II

PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY

L. Uvod

Tato ptiloha stanovi podrobné postupy diagnostickych metod, které se pouziji k laboratornimu vySetfeni
v rdmci programd pro dozor a eradikaci stanovenych v piiloze I tohoto rozhodnuti a za ticelem potvrzeni nebo
vylouceni podezfeni na pfitomnost nasledujicich neexotickych ndkaz uvedenych v piiloze IV &asti II smérnice
2006/88/ES (dile jen ,ndkazy uvedené na seznamu®) v souladu s ¢l. 57 pism. b) zminéné smérnice:

1. Virova hemoragickd septikémie (VHS) Cést 1
2. Infekéni nekroza krvetvorné tkdné (THN) Cast 1
3. Koi herpesviréza (KHV) Cast 2
4, Nakazliva chudokrevnost lososti (ISA) Cast 3
5. Marteiliéza (Marteilia refringens) Cést 4
6. Bonamidza (Bonamia ostreae) Cast 5
7. Béloskvrnitost (White spot disease) Cast 6
1. Definice

Pro tcely této piilohy se ,transportnim médiem* rozumi kultivaéni médium s 10 % telecim sérem a s 200 mj.

penicilinu, 200 pg streptomycinu a 200 pg kanamycinu na mililitr nebo s jinymi antibiotiky, jejichZ G¢innost
byla prokdzana.

CAST 1
PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY ZA UCELEM DOZORU NAD IHN A VHS A JEJICH POTVRZENI

L Diagnostické metody a postupy za Giéelem dozoru nad VHS a IHN

Pfi odbéru vzorkd a laboratornim vySetfeni za tcelem ziskdni nebo zachovani statusu Gzemi prostého ndkazy,
pokud jde o IHN & VHS, podle ¢isti 1 oddilu I prilohy I, pomoci diagnostickych metod stanovenych v &sti 1
bodech II.1 a I1.2 uvedené prilohy se pouziji podrobné diagnostické metody a postupy stanovené v nésledujicich
bodech 1.1 az Lé6.

L1 Priprava a zasldni vzorkd ryb
I.1.1  Tkéné pro virologické vySetfeni na buné¢né kultute

Pred zaslinim ¢i pfepravou do kontrolni laboratofe k vysetfeni se dotlené &dsti orgdnd musi rybé odebrat
sterilnimi resekénimi ndstroji a musi se ulozit do sterilnich plastovych zkumavek s transportnim médiem.

Mnozstvi materidlu vhodného k virologickému vySetfeni na bunéné kultufe a vySetfeni pomoci RT-qPCR zdvisi
na velikosti ryb. Tkdnémi, které se odeberou, jsou tedy celé vackové plidky (pti délce mensi nez 4 cm),
vnitinosti véetné ledvin (pfi délce vétsi nez 4 cm ale mensi nez 6 cm), nebo u vétsich ryb ledviny, slezina, srdce
a/nebo mozek a z generacnich ryb v dobé téeni ovaridlni tekutina.

Do jedné sterilni zkumavky s minimalné 4 ml transportniho média lze odebrat ovaridlni tekutinu, semeno nebo
Casti orgdntl maximdlné deseti ryb, které pak predstavuji jeden smésny vzorek. Kazdy vzorek tkdné musi vazit
nejméné 0,5 g.

Virologické vySetfeni na bunécné kultufe je tfeba zahdjit co nejdiive, nejpozdéji 48 hodin po odbéru vzorkd. Ve
vyjime¢nych piipadech jej viak Ize zahdjit do 72 hodin po odbéru materidlu, a to pokud je materidl chrinén
transportnim médiem a béhem prepravy mohou byt splnény teplotni pozadavky.
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1.1.2.  Vzorky pro polymerdzovou fetézovou reakci s reverzni transkripci v redlném case (RT-PCR nebo RT-qPCR)

Vzorky se z ryb odebiraji postupem popsanym v bodé 1.1.1 pomoci sterilniho nastroje a pfendsi se do sterilnich
plastovych zkumavek, které obsahuji transportni médium. Do jedné zkumavky lze odebrat tkdn nejvyse deseti
ryb, kterd pak pfedstavuje jeden smésny vzorek. V piipadé malého mnozstvi inokula vSak smi byt pouzita tkdn
aZ z péti ryb. Alternativné lze vzorky smisit v ¢inidlech pro stabilizaci RNA, napiiklad v poméru 0,2 g tkdné na
1 ml ¢inidla podle doporuceni vyrobce, ackoliv v piipadé malého mnozstvi materidlu k extrakei se kazdé ryba
zpracuje samostatné a vzorky se nemis.

Do laboratote lze také odeslat celou rybu.

1.2 Odeslani vzorkd ryb

Zkumavky s tkdnémi ryb v transportnim médiu uréenymi k bunéné kultivaci nebo RT-PCR/RT-qPCR se umist{
do izolovanych nadob, naptiklad do polystyrénovych krabic se silnymi sténami, spolu s dostate¢nym
mnozstvim ledu ¢i jiného chladictho média s obdobnym chladicim dcinkem, aby se zajistilo chlazeni vzorkd
béhem prepravy do laboratofe. Je vSak tieba zamezit zmrazeni vzorki. Béhem pfepravy nesmi teplota vzorku
nikdy ptekrocit 10 °C, pficemZ pii pi{jmu musi byt v transportni nddobé stile pfitomen led nebo musi byt
minimélné jeden chladici blok ¢astecné ¢i tiplné zmrzly.

Celé ryby lze do laboratofe zasilat, pokud mohou byt béhem prepravy splnény teplotni pozadavky uvedené
v prvnim odstavci. Celé ryby se zabali do savého papiru, pti¢emZz nakonec musi byt zasliny v plastovém sacku.
Ryby lze také zaslat zivé.

1.3 Odbér doplitkového diagnostického materialu

Na zdkladé souhlasu diagnostické laboratofe muize byt z ryb odebrdn a k dopliikovym vySetfenim pfipraven
i dal3f tkdnovy material.

L4 Priprava vzorki ke kultiva¢nimu vySetfeni a RT-qPCR
[4.1  Zmrazeni ve vyjime¢nych piipadech

Pokud se vyskytnou praktické problémy, které znemozni zpracovani vzorkii béhem 48 hodin po odbéru tkani
z ryb, mtiZe byt piipustné zmrazit vzorky tkdné v transportnim médiu pfi minimédlné — 20 °C a virologicky test
muze byt proveden béhem piistich 14 dnd. Tkan ryb lze vSak pfed vySetfenim zmrazit a rozmrazit pouze
jednou. Je tfeba vést zdznamy s podrobnym odtvodnénim kazdého piipadu.

1.4.2  Homogenizace organt

V laboratofi se vzorek tkdné plné homogenizuje (stomacherem, mixérem nebo v tfeci misce palickou za pouZiti
sterilniho pisku) a poté se suspenduje v pivodnim transportnim médiu.

Pokud se jednd o vzorek celé ryby o délce méné nez 4 cm, nakrdji se po odstranéni Cdsti téla, kterd se nachdzi
za gastrointestindlnim otvorem, s pomoci sterilnich ntZzek nebo sterilntho skalpelu na malé kousky. Pokud se
jednd o vzorek z celé ryby o délce 4 aZ 6 cm, odeberou se vnitfnosti v¢etné ledvin. Pokud se jednd o vzorek
z celé ryby o délce vice nez 6 cm, odeberou se vzorky tkdné tak, jak je popsino v bodé 1.1. Vzorky tkdné se
pomoci sterilnich niizek nebo sterilntho skalpelu nadrobno nakrdji, homogenizuji se zptsobem popsanym
v prvnim odstavci a suspenduji se v transportnim médiu.

Koneény pomér mezi tkdfiovym materidlem a transportnim médiem se v laboratofi upravi na 1: 10.

143 Odstfedéni homogenatu

Homogendt se v odstfedivce ochlazené na 2 az 5 °C pfi 2 000 azZ 4 000 x g odstfeduje 15 minut, pficemz
odebrany supernatant lze oSetfit antibiotiky bud’ ¢tyfi hodiny pfi teploté 15 °C nebo pfes noc pii teploté 4 °C
az 8 °C. Pokud pfeprava vzorka probéhla v transportnim médiu, 1ze osetfeni supernatantu antibiotiky vynechat.

Pokud se vyskytnou praktické tézkosti, napt. vypadek inkubatoru, problémy s bunéénymi kulturami atd., které
znemozni naockovat buriky do 48 hodin po odbéru vzorka tkdné ryb, lze supernatant zmrazit na — 80 °C
a virologické vysetfeni provést do 14 dnd.
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Pokud byl odebrany supernatant béhem 48 hodin po odbéru vzorku uskladnén pii — 80 °C, lze jej znovu pouZzit
k virologickému vySetfen, ale pouze jednou.

Pfed naockovdnim bunék se supernatant smisi v poméru jedna ku jedné s piiméfené ziedénou smési antisér
proti domdcim sérotypiim infekéni nekrézy pankreatu (IPN) a inkubuje se minimélné jednu hodinu pfi 15 °C
nebo maximdlné 18 hodin pfi 4 °C. PH 50 % plakovém neutralizanim testu musi titr antiséra Cinit
minimdlné 1/2 000.

Cilem oSetfeni vSech inokul antisérem proti IPNV je zabrdnit cytopatickému efektu (CPE) vyvolanému IPNV
v naockovanych bunénych kulturdch. Takto lze snizit dobu trvdni virologickych vySetfeni a také pocet piipada,
u kterych by se vyskyt CPE musel zvazit jako mozny dikaz piitomnosti VHSV nebo IHNV.

Pokud vzorky pochazeji z vyrobnich jednotek, které se povazuji za prosté IPN, lze o3etfeni inokula antisérem
IPNV vynechat.

1.4.4  Piiprava vzorkd pro programy dozoru zalozené na RT-PCR a RT-qPCR

Jestlize byly vzorky odebrany do transportniho média, postupuje se podle bodii 1.4.2 a .4.3. Po odstfedéni se
odebere supernatant a extrahuje RNA. Nemd-li se ihned po odstfedéni provést dalsi vySetfeni, vzorky se
okamzité zmraz{ na teplotu — 20 °C nebo teplotu niZsi.

K analyze tkdni ryb konzervovanych v ¢inidle pro stabilizaci RNA je tfeba provést dalsi prace, pficemz doba na
jejich provedeni je ddna teplotou, pfi niZ se vzorky skladuji, takto:

vzorky skladované pii 37 °C: jeden den,
vzorky skladované pii 25 °C: jeden tyden,
vzorky skladované pii 4 °C: jeden mésic,
vzorky skladované pti — 20 °C: neomezené.

Se vzorky smisenymi v ¢inidle pro stabilizaci RNA se zachazi jako s jednim vzorkem v tomto ¢inidle. U vzorkd
smisenych v ¢inidle pro stabilizaci RNA nesmi velikost vzorku pfekrocit velikost doporucenou vyrobcem pro
extrakci RNA sadami, jako je RNeasy Mini kit (spolecnosti Qiagen) apod. Smisi-li se vét$i vzorky, je tfeba to
zohlednit a pouzit vhodné extrakéni sady nebo metody.

Vzorky odebrané do ¢inidel pro stabilizaci RNA se nepouziji k bunééné kultivaci.

1.4.5  Smiseni vzorkti pro RT-gPCR

JelikoZ maji relevantni protokoly RT-qPCR podobnou nebo vys§i citlivost nez kultivaéni metody, lze za pfijatelné
feSeni povazovat, pokud se v kultivatnim médiu pro PCR pouzije supernatant z homogenizovaného tkdnového
materidlu ze smési orgdnt z az 10 ryb. Vzhledem k tomu, Ze je inokulum pouzivané pt¥i PCR v porovnani
s inokulem pro bunéénou kultivaci mnohem mensi, je vsak tieba viechny tkdné ryb pied smisenim materidlu
k extrakci peclivé homogenizovat.

Tato zdsada se pouzije také tehdy, pokud se vzorky odebiraji do ¢inidel pro stabilizaci RNA. V tomto piipadé je
viak casto obtizné odebrat do jedné zkumavky reprezentativni materidl z az 10 ryb, a proto se pocet ryb na
smésny vzorek sniZi na 2 az 5.

L5 Virologické vysetfeni na bunétné kultufe

[.5.1  Bunéné kultury a média

Ve vhodném médiu, konkrétné v Eaglové minimdlnim esencidlnim médiu (MEM) nebo v jeho modifikacich,
doplnéném 10 % fetdlnim bovinnim sérem a antibiotiky ve standardnich koncentracich se pfi
teploté 20 az 30 °C kultivuje bunénd linie potéru slune¢nice modroskielé (BF-2) ¢i bunénd linie gondd
pstruha duhového (RTG-2), a bud butiky Epithelioma papulosum cyprini (EPC), nebo jelecka velkohlavého (FHM).
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Pokud se burniky kultivuji v uzavienych zkumavkdch, pufruje se médium hydrogenuhli¢itanem. Médium
pouzivané pro kultivaci bunék v otevienych jednotkdch Ize pufrovat Tris-HCl (23 mM) a hydrogenuhli¢itanem
sodnym (6 mM). Hodnota pH pfitom musi ¢init 7,6 * 0,2.

Buné¢né kultury, do kterych se naockovavd tkdnovy materidl ryb, musi byt mladé, obvykle se pokud mozno

pouziji jeden den staré bunéné linie; za pijatelné feSeni Ize vSak povazZovat i pouziti bunéénych linif starych 4
az 48 hodin. Pii naockovani musi buniky aktivné rist.

5.2 Naockovani bunéénych kultur

Orgédnova suspenze oSetfend antibiotiky se naockuje do bunéénych kultur ve dvou stupnich fedéni: primdrni
fedéni a déle timto roztokem fedénym v poméru 1: 10, ¢imz se dosdhne kone¢ného fedéni tkdnového materidlu
v médiu bunénych kultur v poméru 1: 100, respektive 1: 1 000, a zabrani se tak homologické interferenci.
Naockovat je tfeba alespoii dvé bunééné linie uvedené v bodé 1.5.1. Pomér mezi velikosti inokula a objemem
kultivaéniho média ¢inf asi 1: 10.

U kazdého zfedéni a kazdé bunécné linie se pouzije plocha bunéénych kultur o velikosti minimélné 2 cm?, coz
odpovidd jedné jamce na 24jamkové kultivacni desticce. Pouziji se pokud mozno kultiva¢ni desky.

1.5.3  Inkubace buné&nych kultur

Naockované bunééné kultury se inkubuji sedm az deset dnti pi#i teploté 15 °C. Pokud se barva kultiva¢niho
média zméni z Cervené na Zlutou, coZz naznacuje piekyseleni, je tfeba upravit hodnotu pH sterilnim roztokem
hydrogenuhli¢itanu nebo jinymi litkami s obdobnym dcinkem tak, aby byla zajisténa vnimavost bunék na
virovou infekci.

K pfezkou$eni vnimavosti bunéénych kultur se minimélné kazdych Sest mésict nebo pii podezieni na sniZenou
citlivost provadi titrace hluboce zmrazenym zdsobnim roztokem VHSV nebo IHNV. Pouzije se pokud mozno
postup popsany v oddile IIL

1.5.4  Mikroskopické vySetfeni

U naockovanych bunéénych kultur je tfeba pravidelné (minimdlné tiikrdt tydn€) pfi 40-150ndsobném
mikroskopickém zvétSeni kontrolovat vyskyt cytopatického efektu (CPE). V piipadé, Ze je pozorovan CPE, je
tfeba okamzité zahdjit postup identifikace viru v souladu s bodem L6.

1.5.5  Subkultivace

Pokud se cytopaticky efekt po primdrni sedmi az desetidenni inkubaci nevyskytne, provede se subkultivace na
Cerstvé bunééné kultury, pfi¢emz je tieba pouZit podobnou bunétnou plochu jako u primdrni kultury.

Alikvotni mnozstvi média (supernatantu) ze vSech kultur & jamek, jez tvofi primdrni kulturu, se v zdvislosti na
bunééné linii sedm az deset dni po naockovani smisi do jednoho smésného vzorku. Smésné vzorky se ndsledné
podle bodu 1.5.2 naockuji do homologickych bunéénych kultur v fedéném a neziedéném stavu,
ato 1: 10 (¢imz se dosdhne kone¢ného fedéni supernatantu 1: 10, respektive 1: 100). Alternativné lze alikvotni
mnozstvi 10 % média, jez tvof{ primédrn{ kulturu, naockovat pfimo do jamky s Cerstvou bunéénou kulturou
(subkultivace z jamky do jamky). Pfed naockovdnim lze provést preinkubaci roztokd s antisérem IPNV
v piislusném roztoku, a to podle popisu v bod¢ 1.4.3.

Naockované kultury se ndsledné inkubuji sedm az deset dni pfi teploté 15 °C a kontroluji podle bodu L.5.4.

Pokud se béhem prvnich ti dnti inkubace vyskytne toxicky CPE, musi byt v této fizi provedena subkultivace;
buiky se viak poté musi sedm dni inkubovat a opét subkultivovat a znovu sedm dni inkubovat. Pokud se
toxicky CPE vyskytne po tfech dnech, buiiky se jednou pasazuji a inkubuji se, tak aby od prvniho naockovani
uplynulo celkem 14 dni. V poslednich sedmi dnech inkubace se nesmi vyskytnout 7zddnd zndmka toxicity.

Pokud se pfes oSetfeni antibiotiky vyskytne bakteridlni kontaminace, je tieba pied subkultivaci provést po
dobu 15 az 30 minut za teploty 2 az 5 °C odstfedéni pii 2 000 az 4 000 x g nebo filtraci supernatantu ptes
filtr s velikosti pérti 0,45 pm (s membrdnou s nizkym vézdnim proteint), nebo oba tyto kroky. Jinak je pfi
subkultivaci postup totozny jako postup u toxického cytopatického efektu popsany ve &tvrtém odstavci tohoto

bodu.

Nedojde-li k CPE, lze vySetfeni prohldsit za negativni.
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L6 Identifikace viru

Jsou-li v bunééné kultufe pozoroviny znimky CPE, médium (supernatant) se odebere a vySetii jednim ¢i
nékolika z téchto postupt: enzymovou imunoanalyzou s enzymem vazanym na imunosorbent (ELISA), imunof-
luorescenci (IF), neutralizaci, polymerdzovou fetézovou reakci s reverzni transkripci v redlném case (RT-PCR)
nebo kvantitativni polymerdzovou fetézovou reakci s reverzni transkripci v redlném case (RT-qPCR). Pokud tato
vySetieni do tydne neumozni definitivni identifikaci viru, je tfeba supernatant ptredat ndrodni referencni
laboratofi nebo referen¢ni laboratofi EU pro ndkazy ryb k okamzité identifikaci, a to v souladu s piflohou VI
smérnice 2006/88/ES.

[.6.1  ELISA

Za ucelem identifikace izoldtu viru se provede nekompetitivni enzymova imunoanalyza ELISA. Na mikrotitra¢ni
desti¢ky se nanese vrstva Cisténych imunoglobulind A (Ig, a to v mnoZstvi 50 pl na jamku (0,9 pg)), jejichZ
kvalita byla prokdzdna, z krdli¢tho antiséra proti IHNV nebo VSHV fedénych karbondtovym pufrem (pH 9,6)
s 15 mM azidu sodného a v3e se nechd 18 hodin az 2 tydny pii teploté 4 °C inkubovat.

Na ziedovaci desticce se kazdy vzorek obsahujici 1 % Triton X-100, jakoZ i pozitivni kontroln{ vzorky 4krdt
ziedi pufrovym roztokem (slanym fosfitovym pufrem (PBS)-T-BSA, 1 % BSA), a to v téchto pomérech:
nefedén, 1:4, 1:16 a 1:64. Desticky ELISA se oplichnou v pufru PBS obsahujicim 0,05 % Tween-20-(PBS-T),
pfi¢emZ na opldchnutou desticku ELISA s nanesenou vrstvou se ze zfedovaci desticky prenese 50 pl z kazdého
roztoku.

Desticky ELISA se poté 30 minut pfi teploté 37 °C inkubuji. Ndsledné se opldchnou a inkubuji 30 minut
pii 37 °C se specifickymi monoklonalnimi protildtkami (k identifikaci VHSV se pouzije MAb IP5B11 a k identi-
fikaci IHNV Hyb 136-3). Na desticku ELISA se pienese 50 pl krdlicich protilitek proti mys$imu antigenu
konjugovanych s kfenovou peroxiddzou (HRP), fedénych 1:1 000 v PBS-T-BSA.

Po opétovném oplachnuti se kone¢né nechaji probéhnout reakce, piicemz se do kazdé jamky p#idd 50 pl
ortho-fenylendiaminu. Desticky ELISA se inkubuji 20 minut v temnu pii pokojové teploté a reakce se zastavi
pfidanim 100 pl H,SO,v koncentraci 0,5 M do kazdé jamky.

Absorbance vzorki se kontroluje ve ¢tecce ELISA pfi vinové délce 492 a 620 nm. Zda jsou vzorky pozitivni,
nebo negativni se rozhodne po porovndni vysledkii vySetfeni s hodnotami absorbance pro pozitivni a negativni
kontrolni vzorky. Obecné se vzorky s celkovou absorbanci (A) mensi nez 0,5 u nefedéného materidlu povazuji
za negativni, vzorky s hodnotami absorbance mezi 0,5 a 1,0 za podezielé a vzorky s hodnotami absorbance
vys$$imi nez 1,0 za pozitivni.

Misto varianty analyzy ELISA popsané v tomto bodé lze pouzit i jiné varianty, pokud byla prokazana jejich
obdobnd t¢innost.

1.6.2 Imunofluorescence — IF

Identifikace patogent VHSV a IHNV uvedenych na seznamu se provede infikovinim bunék na cernych
96jamkovych destickdch, béznych 24jamkovych destickdch nebo na krycich sklickdch do 24jamkovych desticek.
Jsou-li IHNV, VHSV nebo oba viry identifikovany infikovinim bunék na krycich sklickdch, pouzije se tento
protokol:

a) kryci sklicka se osdzi buitkami v hustoté zarucujici po 24 hodinach kultivace konfluenci mezi 60 % a 90 %.
Pro tento ucel se pokud mozno pouziji endotelidlni progenitorové buiniky (EPC), a to z divodu jejich silné
pfilnavosti ke sklenénym povrchim, lze vsak pouzit i jiné bunéné linie, napf. BF-2, RTG-2 nebo FHM.
Vrstva jednodenni bunécné linie se duplicitné naockuje 150 pl supernatantu bunécné kultury ve dvou
riznych fedénich (1: 10 a 1: 1 000) a p#i 15 °C se inkubuje 24 hodin;

b) nésledné se kultivaéni médium odstrani a infikovand vrstva bunéné linie se fixuje 0,5 ml ledovym vodnym
roztokem acetonu (80 % obj./obj.). Fixace probihd 15 minut v digestofi pii pokojové teploté, poté se
acetonovy roztok odstrani a kryci sklicka se alespont 30 minut susi na vzduchu. V této fizi se desticky bud
okam?zité zpracuji, nebo uskladni pfi — 20 °C k dalsimu pouzit;

c) specifické monoklonalni protilitky (k identifikaci VHSV se pouzije MAb IP5B11 a k identifikaci
IHNV Hyb 136-3) se fedi PBST s koncentraci 0,01 M a pH 7,2 v poméru doporuceném dodavatelem téchto
protildtek; k fixované bunéné linii se pfidd 50 az 100 pl této smési na jamku a desticky se ndsledné inkubuji
jednu hodinu pti 37 °C ve vlhké komofte;
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d) kryci sklicka se tiikrat jemné oplachnou pufrem PBS obsahujicim 0,05 % Tween-20 (PBS-T) a po poslednim
proplachnuti se pufr zcela odstrani. Buniky se ndsledné jednu hodinu p#i 37 °C inkubuji s konjugdtem
fluorescein-izothiokyandtu (FITC) nebo tetrametyl-rhodamin-5-(a-6-)isothiokyandtu (TRITC) a protildtkek
proti my$imu imunoglobulinu pouzZitému jako primdrni protildtka, fedi se podle pokynt dodavatele, opét se
oplachuji v PBS-T a susi. Obarvené kultury se pomoci roztoku glycerinu a soli montuji na podlozna sklicka
a vySetiuji pod dopadajicim ultrafialovym (UV) svétlem. Pouzije se pfitom okuldr s 10- respektive
12ndsobnym zvétSenim a objektivni ¢ocka s 25- respektive 40ndsobnym zvétSenim a numerickou aperturou
vetsi nez 0,7 respektive 1,3.

Alternativné mohou byt pouzity i jiné techniky IF s prokdzanou obdobnou t¢innosti, pokud jde o bunécné
kultury, fixaci a protildtky referen¢ni kvality.

1.6.3  Neutralizace
Z odebraného supernatantu se odstfedovanim (pfi 2 000 az 4 000 x g) nebo membranovou filtraci (s velikosti
pérd 0,45 pm) za pouziti membrdny s nizkym vdzdnim proteinu odstrani bunky a supernatant se zfedi
v kultivaénim médiu v poméru 1:100 a 1:10 000.

Alikvotni mnoZstvi minimdlné dvou roztokii supernatantu se kazdé zvldst smichd se stejnym dilem nize
uvedenych ¢inidel a inkubuje se po 60 minut pii 15 °C:

a) se sérem obsahujicim skupinové specifickou protilitku proti viru virové hemoragické septikémie (VHSV)
v fedéni 1:50 (obj.: obj.);

b) se sérem obsahujicim skupinové specifickou protildtku proti viru infekéni nekrdzy krvetvorné tkdné (IHNV)
v fedéni 1:50 (obj.: obj.);

¢) se smisenymi antiséry proti domdcim sérotyptim viru infekéni nekrézy pankreatu (IPNV) v fedéni 1:50 (obj.:

obj.);
d) se samotnym médium (pozitivni kontrola).

Kazdou smési viru a séra supernatantu se naockuji alespont dvé buné¢né kultury (kazdd 50 pl), které se poté
inkubuji pfi 15 °C. Vyvoj CPE se kontroluje postupem podle bodu L.5.4.

Kmeny a izoldty VHSV, které pfi neutraliza¢nich testech nereaguji, se identifikuji pomoci IF nebo analyzy ELISA.
Alternativné lze provést i jiné neutraliza¢ni testy, u nichZ byla prokdzdna obdobnd d¢innost.

6.4  RT-PCR/RT-qPCR
1.6.4.1 Priprava virové RNA

Veskerd prace s RNA se provadi v rukavicich na ledu.

RNA se extrahuje fenol-chloroformovou metodou nebo afinitnimi spin kolonami pro RNA podle pokyni
vyrobee. Lze pouzit komeréné dostupné sady pro extrakci RNA, kterymi se ziskd vysoce kvalitni RNA vhodnd
k pouziti s protokoly RT-PCR, jez jsou podrobné popsidny v bodech niZe.

RNA se resuspenduje v destilované vodé zbavené RNdzy (tedy ve vodé oSetfené 0,1 % dietylpyrokarbondtem)
nebo ve vhodném elu¢nim pufru.

[.6.4.2 RT-PCR
Ke zjisténi IHNV se pouZziji tyto primery:
pfimy primer 5'-AGA-GAT-CCC-TAC-ACC-AGA-GAC-3';
reverzni primer 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3'.
Pouziji se tyto cykly (jednostupiiovd reakce RT-PCR): 1 cyklus: 30 minut pfi 50 °C; 1 cyklus: 2 minut pii 95 °C;
30 cykli: 30 sekund pii 95 °C, 30 sekund pfi 50 °C, 60 sekund pii 72 °C; 1 cyklus: 7 minut pi 72 °C
a s namocenim pfi 4 °C.
Ke zjisténi VHSV se pouZziji tyto primery:
VN piimy 5'-ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG-3';

VN reverzni 5'-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3'.
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Pouziji se tyto cykly (jednostupniovd reakce RT-PCR): 30 minut pfi 50 °C, 15 minut pfi 95 °C; 35 cykli:
30 sekund pii 94 °C, 30 sekund pfi 55 °C a 60 sekund pii 68 °C. Nasledné probihd 7 minut pii 68 °C reakce.

Mnozstvi a specifi¢nost reakci RT-PCR se vyhodnoti gelovou elektroforézou v 1,5 % agar6zovém gelu s ethidium-
bromidem a pozorovdnim pomoci UV transiluminace. U IHNV lze pozorovat amplikon PCR o velikosti 693 bp.
U VHSV ¢ini velikost 505 bp.

Vysledky polymerdzové fetézové reakce (PCR) se mohou lisit v zdvislosti na podminkdch, za kterych se provadi,
konkrétné muze byt v zdvislosti na pouzivaném termocykleru zapottebi optimalizovat teplotni protokol. Kromé
toho mize nespravné zihdni primert nebo kontaminace laboratofe vést k falesné pozitivnim vysledktim. Aby se
zabranilo jakymkoliv pochybnostem, pouziji se tedy adekvatni pozitivni a negativni kontrolni vzorky
a sekvenované amplikony. U primerti VHSV je pfi pouzivini bunék BF-2 namisté zvldstni opatrnost, jelikoz
primery mohou reagovat s DNA/RNA bunécné linie a vytvofit falesné pozitivni produkty podobné velikosti. Pt
vySetfeni supernatantu z bunék BF-2 se sekvenuji veskeré fragmenty amplifikované pomoci PCR.

1.6.4.3 RT-qPCR u VHSV
U VHSV se provede amplifikace pomoci téchto primert a sondy:
Pfimy primer: 5'-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3';
Reverzni primer: 5'-TCT-GCG-ATC-TCA-GTC-AGG-ATG-AA-3";
a sonda: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQ1.

Jednostupfiovd RT-qPCR:

Kazdd zpracovdvand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky.
Podminky cyklovdni: 30 minut pfi 50 °C, 15 minut p# 95 °C; 40 cyklt: 15 sekund pii 94 °C, 40 sekund
pfi 60 °C a 20 sekund pii 72 °C; v ptipadé potieby se tyto podminky upravi. Misto tohoto postupu lze také
pouzit i jiné varianty RT-PCR ¢i RT-qPCR, u nichz byla prokdzana obdobnd déinnost.

1.6.4.4 RT-qPCR u IHNV
U IHNV se provede amplifikace pomoci téchto primert a sondy:
Pfimy primer: 5'- AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3";
Reverzni primer: 5'- TTCTTTGCGGCTTGGTTGA - 3’
a sonda: 5" 6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.

Dvoustuptiovd RT-qPCR:

JelikoZ tento test zdvisi na dvoustupniové amplifikaci, je tieba pii manipulaci se zkumavkami mezi jednotlivymi
reakcemi ddvat zvldstni pozor na to, aby nedoslo ke kontaminaci.

Podminky cyklovéni (po stupni RT): 2 minuty p#i 50 °C, 10 minut pfi 95 °C; ndsleduje 40 cykld: 15 sekund pti
95 °C a 1 minuta pii 60 °C; v piipadé potieby se tyto podminky upravi.

Misto tohoto postupu lze také pouzit i jiné varianty RT-PCR ¢&i RT-qPCR, u nichz byla prokdzdna obdobna
ucinnost.

IL. Podrobné diagnostické metody a postupy k potvrzeni VHS nebo IHN & obou téchto ndkaz pifi podezieni na nikazy
nebo k jejich vylouceni v pfipadé podezieni na jejich ohniska
Je-li v souladu s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88[ES vyzadovano laboratorni vySetfeni za Gcelem potvrzeni
nebo vyloucen{ ptitomnosti IHN, VHS ¢&i obou infekei pomoci diagnostickych metod stanovenych v ptiloze I
casti 1 bodé 11.3, pouziji se tyto podrobné diagnostické metody a postupy:
a) obvykld izolace viru s jeho ndslednou séroneutraliza¢ni, imunochemickou nebo molekuldrni identifikaci;
b) zjistovani viru pomoci RT-PCR nebo RT-qPCR;

¢) jiné diagnostické techniky, napiiklad IFAT, ELISA, RT-PCR ¢i imunohistochemickd analyza.
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1.1 Obvykld izolace viru s jeho néslednou identifikaci
I.1.1  Odbér vzorka
K vySettent je tieba vybrat minimdlné deset ryb s typickymi symptomy IHN respektive VHS.
[.1.2  Pfiprava a zasldni vzorkd ryb
Priprava a zasldni pro tcely obvyklé izolace viru se fidi metodami a postupy stanovenymi v bodé L.2.
I.1.3  Odbér dopliikového diagnostického materidlu
Odbér doplitkového materidlu pro ucely obvyklé izolace viru se fidi metodami a postupy stanovenymi
v bodé 1.3.
I.1.4  Piiprava vzorkd ke kultiva¢nimu vySetfeni
Pfiprava vzorki ke kultivaénimu vySetfeni pro ucely obvyklé izolace viru se fidi metodami a postupy
stanovenymi v bodé 1.4.
IL1.5 Virologické vysetfeni na bunécné kultufe
Virologické vySetfeni pro tcely obvyklé izolace viru se ¥idi metodami a postupy stanovenymi v bodé L.5.
[.1.6  Identifikace viru
Identifikace viru pro tcely obvyklé izolace viru se fidi metodami a postupy stanovenymi v bodé L.6.
1.2 Zjistovani viru pomoci RT-gPCR
[.2.1  Odbér vzorkt
Odbér vzorki pro ucely zjistovan{ viru pomoci RT-qPCR se fidi metodami a postupy stanovenymi v bodé .1.2.
[.2.2  Piiprava a zasldni vzorkd ryb
Pfiprava a zaslani pro ulely zjisfovani viru pomoci RT-qPCR se fidi metodami a postupy stanovenymi
v bodé 1.2.
.2.3  Odbér doplitkového diagnostického materidlu
Odbér doplikového diagnostického materidlu pro Gcely zjistovani viru pomoci RT-qPCR se F{di metodami
a postupy stanovenymi v bod¢ L.3.
I.2.4  Piiprava vzorkd na RT-qPCR
Priprava vzorkli pro ucely zjisfovani viru pomoci RT-qPCR se Fidi metodami a postupy stanovenymi
v bodé 1.6.4.1.
2.5 RT-qPCR

II.3

Zjistovani viru pomoci RT-qPCR se #idi metodami a postupy stanovenymi v bodech 1.6.4.1, 1.6.4.3 a .6.4.4.

Jiné diagnostické postupy

K analyze ELISA, k nepfimému imunofluorescenénimu testu (IFAT) nebo k RT-PCR lze v souladu s bodem 1.6.1
respektive bodem 1.6.2 respektive bodem 1.6.4 piedlozit supernatant pfipraveny podle bodu 1.4.3. Tkaiovy
material lze zkoumat jinymi diagnostickymi postupy (napf. technikou IFAT na fezech zmrzlého materidlu ¢i
imunohistochemickou analyzou tkdfiového materidlu fixovaného formalinem). Tyto rychlé postupy se do
48 hodin po odbéru vzorku doplni virologickym vySetfenim v souladu s bodem II pism. a), nebo bodem II
pism. b), pokud:

a) je vysledek negativni; nebo

b) je vysledek pozitivni u materidlu, jenz predstavuje prvni piipad IHN nebo VHS.
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1L Postup titrace k ovéfeni vnimavosti bunéénych kultur k infekcim

Pfi provadéni titrace k ovéfeni vnimavosti bunécnych kultur k infekcim podle bodu 1.5.3 se dodrzi postupy
stanovené v ndsledujicich odstavcich tohoto bodu.

Pouziji se nejméné dva izolity VHSV a jeden izoldt IHNV. V izoldtech musi byt zastoupena nejdilezit&jsi
skupina vird v Evropské unii: konkrétné je tfeba v pfipadé VHSV pouzit jeden patogenni izoldt pstruha
duhového ve sladké vodé a jeden patogenni izoldt pakambaly velké ve slané vodé a v piipadé THNV jeden
patogenni kmen pstruha duhového z Evropské unie. Pouziji se dobfe definované izolity z clenskych stati.
Dévky virti s nizkymi subkultiva¢nimi ¢isly se v kultiva¢nich batikdch mnozi na buiikdch BF-2 nebo RTG-2
v piipadé VHSV a na burikdch EPC nebo FHM v piipadé IHNV. Pouzije se kultiva¢ni médium s minimdlné 10 %
séra. Pfi naockovéni se pouzije nizkd multiplicita infekce (MOI mensi nez 1).

V piipadé celkového CPE se virus odebird 15minutovym odstfedovdnim supernatantu bunéné kultury pfi
2 000 x g, podrobi se steriliza¢ni filtraci s pomoci membranového filtru (s velikosti porti 0,45 pum) a rozdéli se
do oznacenych kryozkumavek. Virus se uchovavé pii — 80 °C.

Tyden po zmrazeni se tii zkumavky (postup probihd ve vice replikacich) s kazdym virem nechaji roztit ve
studené vodé¢ a titruji se na své piislusné bunéiné linie. Kazdy z izolath viru se nechdva roztit a titruje se
minimdlné kazdych Sest mésict ¢i pti podezieni na sniZenou vnimavost nékteré z bunéénych linii.

Postupy titrace je nutno podrobné popsat a pokazdé provést stejnym zptisobem.

Titrace se fedénim do koncového bodu musi v kazdém kroku fedéni zahrnovat minimalné Sest replikaci. Titry
se srovnaji s predchozimi ziskanymi titry. Pokud poklesne titr jednoho ze ti{ izolatl viru ve srovnani
s pavodnim titrem o 2 Fady (logy) nebo vice, nesmi se jiz dotéend bunénd linie pro tcely dozoru pouzivat.

Pokud se v laboratofi nachdzeji rizné bunécné linie, méla by byt kazdd bunécnd linie vySetfena zvIast.

Zéaznamy je tfeba uchovdvat minimalné deset let.

CAST 2

PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY ZA UCELEM DOZORU NAD KOI HERPESVIROZOU (KHV) A JEJIHO
POTVRZENI

L Podrobné diagnostické metody a postupy za G¢elem potvrzeni pfitomnosti nebo vylouceni podezfeni na KHV
Je-li v souladu s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88[ES vyzadovano laboratorni vySetfeni za Gcelem potvrzeni
piitomnosti nebo vyloudeni podezieni na KHV pomoci diagnostickych metod stanovenych v pifloze I ¢asti 2
oddile TII, pouziji se podrobné diagnostické metody a postupy stanovené v bodech L.1-1.2 v této &isti.

L1 Ptiprava vzorkd ryb
Pro diagnostické tcely lze k vySetfeni béZnymi metodami zaloZenymi na PCR ¢i qPCR pouZit ryby (zaslané Zivé
¢i usmrcené a samostatné zabalené v utésnénych aseptickych nddobach) nebo zmrazené orgdny nebo (asti

organt konzervované v 80 % az absolutnim ethanolu ¢& virovém transportnim médiu (je pak nutno je
zpracovat do 48 hodin od odbéru).

Za ucelem zjisténi KHV se odeberou zdbry a ledviny; kromé toho lze jako dal$i samostatny vzorek odebrat
slezinu, mozek a stfevo. V akutnich ptipadech Ize v jednom vzorku smisit tkanovy materidl z aZ péti ryb.

Dile lze v nékterych ptipadech pouzit neletdlni vzorky, napiiklad krev, vytéry z Zaber, bioptické vzorky zaber ¢i
stér slizu (v p¥ipadé podezfeni na pfitomnost KHV tedy lze vyuzit i velmi cenné ryby).

[.L1.1  Extrakce DNA

DNA se extrahuje standardnimi postupy.

Lze pouzit komer¢né dostupné sady pro extrakci DNA, kterymi se ziskd vysoce kvalitni DNA vhodnd k pouziti
s protokoly PCR popsanymi v bodé 1.2.
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[2.2

II.1

Zjistovani a identifikace ptivodce metodami zaloZenymi na polymerdzové fetézové reakci (PCR)
qPCR ke zjisténi KHVV

Za ucelem zjisténi KHV pomoci qPCR se pouZije tento test gPCR:

pHmy primer (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3';

reverzni primer (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3’

a sonda (KHV-109p): 5’- FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Podminky cyklovani: 15 minut pfi 95 °C; ndsledovany 40 cykly: 15 sekund pfi 94 °C a 60 sekund pfi 60 °C.
Kazdd zpracovdvand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky.
Misto tohoto postupu Ize pouzit i jiné varianty qPCR, u nichZ byla prokdzdna podobnd t¢innost.

Bézna reakce PCR ke zjisténi KHV

Pouzije se test popsany v tomto bodg, ktery se zaméfuje na gen thymidinkindzy pfendSeny KHV. Misto tohoto
postupu lze vSak pouzit i jiné testy PCR, u nichZ byla prokdzdna podobnd citlivost a specifinost jako
v popisovaném testu.

Pfimy primer (KHV-TKf): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3';
reverzni primer (KHV-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3'.

Podminky cyklovani: 5 minut pfi 95 °C; nasledovany 35 cykly: 30 sekund p#i 95 °C, 30 sekund pii 52 °C
a 1 minuta pfi 72 °C; a jednim cyklem: 10 minut pfi 72 °C. Velikost produktu by méla ¢init 409 bp.

Vysledky polymerdzové fetézové reakce (PCR) se mohou lisit v zdvislosti na podminkdch, za kterych se provadi,
konkrétné muze byt v zdvislosti na pouzivaném termocykleru zapotiebi optimalizovat teplotni protokol. Kromé
toho mizZe nespravné zihdni primer nebo kontaminace laboratofe vést k falesné pozitivnim vysledkim. Kazd4
zpracovdvand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky. Misto
tohoto postupu lze pouzit i jiné varianty PCR, u nichZ byla prokdzdna podobnd t¢innost.

Prvni zjisténi v oblasti se potvrdi sekvenovinim nebo se k okamzité identifikaci zasle do ndrodni referen¢ni
laboratofe ¢i do referen¢ni laboratofe EU pro ndkazy ryb uvedené v pfiloze VI smérnice 2006/88/ES.

Podrobné diagnostické metody a postupy za ticelem dozoru nad KHV

Pfi odbéru vzorkil a laboratornim vySetfeni za tcelem ziskdni nebo zachovéni urcitého ndkazového statusu,
pokud jde o KHV, podle piilohy I ¢sti 2 oddilu I pomoci diagnostickych metod stanovenych v &sti 2 oddilu II
nebo III uvedené pilohy se pouziji podrobné diagnostické metody a postupy stanovené v ndsledujicich
bodech II.1 a I.2 této Cdsti.

Ptiprava vzorkd ryb

Je-li to mozné, odeberou se vzorky z ryb, které byly delsi dobu chovany v teplotnim rozmezi pfiznivém pro
virus, a to dva az tfi tydny pii teploté 15 °C az 26 °C. Je-li to mozné, odeberou se vzorky do 24 hodin,
nejpozdéji vSak do 72 hodin, od provedeni fidicich postupd, které mohou opét aktivovat virus u ryby se
statusem prenaseCe, jako je odlov do siti nebo pieprava, tak aby se zvysila pravdépodobnost zjisténi KHV.

Pro tcely dozoru nad KHV lze ryby zaslat Zivé ¢i usmrcené a samostatné zabalené v utésnénych aseptickych
nddobdch nebo Ize k vySetfeni metodami zaloZenymi na PCR pouZit zmrazené orgdny nebo Cdsti orgdnd
konzervované v 80 % az 100 % ethanolu ¢& virovém transportnim médiu (je pak nutno je zpracovat do
48 hodin od odbéru). Pro ticely dozoru nad KHV se odebere tkdn ze Zaber a ledvin.

Pro ucely dozoru nad KHV je nezbytné pokud mozno zabranit smiseni vzorkt. Je-li to nezbytné, lze smisit
tkdriovy materidl maximdlné ze dvou ryb. VEtsi vzorky se homogenizuji pomoci tieci misky a palicky nebo
stomacheru a dil¢i vzorky odebrané pro ucely extrakce DNA pred klarifikaci. Diléi vzorky lze alternativné
odebrat z kazdé tkdné zafazené do vzorku do lyza¢nich zkumavek.
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II.L1.1  Extrakce DNA

DNA se extrahuje standardnimi postupy. Lze pouzit komer¢né dostupné sady k extrakci DNA, kterymi se ziskd
vysoce kvalitni DNA vhodnd k pouziti s protokoly PCR popsanymi v bodé I1.2.

Prijatelny pomér mezi tkdni a médiem ¢ini 1 hmotnostni dil v 9 objemovych dilech. Pfedmétem vySetfeni je 20
az 25 mg tkdnového materialu.
1.2 Dozor nad KHV pomoci metod zaloZenych na PCR

Pro tcely dozoru nad KHV se pouzije gPCR. Vyskytnou-li se pozitivni vzorky v oblasti, jez diive jako pozitivni
potvrzena nebyla, musi byt vysledky vySetfeni potvrzeny bud:

a) sekvenovanim produktu PCR nebo ,zahnizdéné“ (nested) PCR ze vzorkda.

Ziskand cistd konsenzudlni sekvence musi (v rozsahu nejméné 98 %) odpovidat témto referencnim
sekvencim.

b) nebo alternativné Ize vzorky zaslat k potvrzeni do ndrodni referen¢ni laboratofe.
L2.1  gPCR ke zjisténi KHVV

Pouzije se qPCR odpovidajici tomuto popisu:

pimy primer (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3';

reverzni primer (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3’

a sonda (KHV-109p): 5’- FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Podminky cyklovani: 15 minut pfi 95 °C; ndsledovany 50 cykly: 15 sekund pti 94 °C a 60 sekund pii 60 °C.

Vysledky qPCR se mohou lisit v zdvislosti na podminkdch, za kterych se provadi, konkrétné muze byt
v zdvislosti na pouZivaném termocykleru zapotfebi optimalizovat teplotni protokol. Kromé toho miize
nespravné Zihdni primerd nebo kontaminace laboratofe vést k falesné pozitivnim vysledkiim. Kazdd
zpracovdvand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky. Misto
tohoto postupu lze pouZit i jiné varianty qPCR, u nichZ byla prokdzdna obdobnd Gcinnost.

[.2.2  Bé&znd reakce PCR za Gcelem potvrzeni zji§téné pfitomnosti KHV
Pro ucely potvrzeni pitomnosti infekce KHV se pouzije standardni ,zahnizdénd“ (nested) PCR popsand

v tabulce 2.1 nize, pficemzZ poté ndsleduje sekvenovani amplifikovaného produktu.

Tabulka 2.1

7

Primery a podminky testu ,zahnizdéné“ (nested) PCR zaméfeného na vSechny typy herpesviru
kaprovitych ryb (CyHV-1, CyHV-2 a CyHV-3).

Nazev primeru Sekvenovani Podminky cyklovani p\igl(ijl;(fttu
CyHVpol - piimy | 5'-CCAGCAACATGTGCGACGG-3’ Prvni kolo PCR
1 cyklus:
2 minuty pii 95 °C
40 cykli:
30 sekund pii 95 °C 362 bp

CyHVpol — rever-

on 5'-CCGTARTGAGAGTTGGCGCA-3’ 30 sekund pii 55 °C

45 sekund pfi 72 °C
1 oyklus:
10 minut pfi 72 °C
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Nézev primeru Sekvenovéni Podminky cyklovén{ p\;e)l(ijl;cl)(sttu

gfyl,l;\yfpd T VR | 51 CGACGGVGGYATCAGCCC-3" Druhé kolo PCR

1 oyklus:

2 minuty pii 95 °C

40 cyklii:

30 sekund pii 95 °C 339 bp
CyHVp(?l —VRItint | o A GTTGGCGCAYACYTTCATC-3' | 0 sekund pii 55 °C
reverznt 45 sekund pii 72 °C

1 oyklus:

10 minut pfi 72 °C

Vysledky polymerdzové fetézové reakce (PCR) se mohou lisit v zdvislosti na podminkdch, za kterych se provadi,
konkrétné muze byt v zdvislosti na pouzivaném termocykleru zapottebi optimalizovat teplotni protokol. Kromé
toho muze nespravné zihdni primert nebo kontaminace laboratofe vést k falesné pozitivnim vysledkiim. Kazda
zpracovdvand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky. Misto
tohoto postupu lze pouzit i jiné varianty PCR, u nichZ byla prokdzdna obdobnd G¢innost.

Sekvenovani muiZe provést sama laboratof nebo externi spole¢nost specializovand na sekvenovani. Analyza
vysledkii sekvenovdni se provede srovndnim sekvenci se zndmymi referen¢nimi sekvencemi KHV (jejichz
piistupové ¢isla v databdzi Gen Bank jsou: AP008984, DQ657948 a DQ177346). Ziskand Cistd konsenzudln{
sekvence musi referenénim sekvencim odpovidat v rozsahu nejméné 98 %.

CAST 3

PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY ZA IjC];LEM DOZORU NAD NAKAZLIVOU CHUDOKREVNOSTI
LOSOSU (ISA) A JEJIHO POTVRZENI

L Postupy odbéru vzorki pro dcely dozoru nad ISA a jeji kontroly

Pfi odbéru vzorkti a laboratornim vySetfeni pro tcely programi pro dozor nebo eradikaci podle pilohy I
Casti 3 nebo za ucelem potvrzeni ¢i vylouceni vyskytu ISA v souladu s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88/ES se
pouziji podrobné metody a postupy stanovené v bodech 1.1, 1.2 a .3 této &dsti.

L1 Priprava vzorkd ryb

Pro ucely laboratorniho vySetfeni na pfitomnost ISA nesmi byt vzorky ryb pokud mozno smiseny. Pro tcely
dozoru nad ISA se vSak smiseni vzorkd 2 az 5 ryb povaZzuje za pfijatelné feseni.

Vzorky pro analyzu polymerdzové fetézové reakce s reverzni transkripci v redlném case (RT-PCR) se odeberou
ze viech ryb zafazenych do vzorku. Kousek z prvoledviny se rybdm odebere pomoci sterilniho ndstroje
a prenese se do mikroodstiedivkové zkumavky s 1 ml roztoku pro konzervaci RNK, jehoZ ucinnost byla
prokdzana. Do jedné zkumavky s transportnim médiem lze umistit tkdné odebrané z maximalné péti ryb, které
pak predstavuji jeden smiseny vzorek. V jednom vzorku se pouzije tkdn o hmotnosti 0,5 g. Pokud jsou ryby
k ziskdni vzorku pozadované hmotnosti pfili§ malé, lze odebrat kousky ledviny, srdce, sleziny, jater nebo
vratnikovych slepych stfev (caeca pylori), v tomto pofadi, tak aby se dosdhlo hmotnosti 0,5 g.

Pro tGcely histologického vy3etfeni se tkdn odebere pouze z Cerstvé usmrcenych ryb normdlni konstituce, které
vykazuji klinické nebo postmortalni pf{znaky odpovidajici pfitomnosti ISA. Ze vSech vnéjsich a vnitfnich 1ézi se
odeberou vzorky; v kazdém ptipadé je tfeba u kazdé jednotlivé ryby odebrat prvoledvinu, srdce, jitra, slinivku
bfi$ni, stfeva, zdbry a slezinu pomoci skalpelu a pfenést je do 8-10 % (obj./obj.) roztoku slaného a pufrovaného
formolu. X zajisténé spolehlivé konzervace musi byt pomér mezi fixativem a tkdni pfinejmensim 20: 1. Pro
tUcely imunohistochemické analyzy se odeberou vzorky z prvoledviny a srdce.
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Tkané pro virologické vysetfeni na bunétné kultufe se odebiraji ze viech ryb zafazenych do vzorku. Kousky
jater, pfedledviny nebo prvoledviny, srdce a sleziny se rybdm odeberou pomoci sterilntho ndstroje a pfenesou se
do plastovych zkumavek s 9 ml transportnitho média. Do jedné zkumavky obsahujici transportni médium lze
odebrat tkdnl z maximalné péti ryb, kterd pak pfedstavuje jeden smésny vzorek. V jednom vzorku se pouzije
tkdnt o hmotnosti 1,0 £ 0,5 g.

1.2 Odesléni vzorkd ryb
Do laboratofe lze pfepravovat celé ryby, pokud mohou byt béhem prepravy splnény teplotni pozadavky
popsané v odstavci 3 tohoto bodu. Celd ryba musi byt zabalena do savého papiru a zasldna v plastovém sacku,

pficemz musi byt podle uvedeného odstavce chlazena.

Ryby mohou byt zasildny i Zivé, aviak pouze pod dohledem ndrodni referencni laboratore pro ndkazy ryb a pii
zohlednéni dalsich aspektt spojenych s dezinfekei a biologickou bezpec¢nosti pfi piepravé Zivych ryb.

Vzorky krve a zkumavky s tkdni ryb urCenou k virologickému vySetfeni nebo analyze RT-PCR se umisti do
izolovanych nadob, napfiklad polystyrénovych ptepravek se silnymi sténami, spolu s dostate¢nym mnoZstvim
ledu nebo chladicich blok, tak aby se pifi pfepravé do laboratofe zajistilo chlazeni vzorkt. Nesmi pfitom dojit
k jejich zmrazeni a pfepravni nddoba musi je$té pii pfevzeti zdsilky obsahovat led nebo musi byt jeden ¢i vice
chladicich bloka stale ¢astené nebo tplné zmrazeny. Za mimotddnych okolnosti mohou byt vzorky RT-PCR
a vzorky pro virologické vySetfeni zmrazeny a do laboratofe pfepravovany pii teploté od — 20 °C niZe.

V piipadé analyzy RT-PCR u tkdni konzervovanych piipravkem RNAlater se extrakce RNA v zdvislosti na
teploté, pii které jsou vzorky skladovany, provede v téchto lhatach:

vzorky skladované pii 37 °C: jeden den,
vzorky skladované pii 25 °C: jeden tyden,
vzorky skladované pfi 4 °C: jeden mésic,
vzorky skladované pfi — 20 °C: neomezené.

Prepravuji-li se tkané ryb k histologickému vySetien{ ve fixativu, musi se pfevazZet v nepropustnych zkumavkach
umisténych v nddobéch odolnych vii¢i ndrazu. Je pfitom teba zajistit, aby nedoslo ke zmrazeni téchto vzorka.

Virologické vySetfeni na bunééné kultufe je tfeba zahdjit co nejdfive, nejpozdéji 48 hodin po odbéru vzorkd. Ve
vyjime¢nych piipadech jej vSak Ize zahdjit do 72 hodin po odbéru materidlu, a to pokud je materidl chranén
transportnim médiem a béhem pfepravy mohou byt splnény teplotni pozadavky.

1.3 Odbér doplitkového diagnostického materialu
Na zdkladé souhlasu diagnostické laboratofe mohou byt z ryb odebrany a k doplikovému vySetfeni pfipraveny
ijiné tkdng nez ty, jeZ se uvddéji v bodé L.1.

IL. Podrobné diagnostické metody a postupy za telem dozoru nad ISA a jejiho potvrzeni nebo vylouceni podezieni na
ni
Pii laboratornim vySetfeni za ucelem ziskdni nebo zachovani urcitého ndkazového statusu, pokud jde o ISA,
podle prilohy I ¢sti 3 oddilu I, nebo za Glelem potvrzeni vyskytu ISA nebo vylouceni podezieni na ni
v souladu s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88/ES pomoci diagnostickych metod stanovenych v piiloze I ¢ésti 3
oddile 1I se pouziji podrobné metody a postupy stanovené v ndsledujicich bodech II.1 az IL.5.

1 Vysetfeni vzorkt pomoci RT-PCR
Diagnostickou metodou, jez ma byt pouzita ke screeningu ISAV, je RT-qPCR. Vzhledem k tomu, Ze vysledky

RT-qPCR se mohou v zdvislosti na podminkach, za nichz je provadéna, lisit, jsou soucasti vySetfeni odpovidajici
pozitivni a negativni kontrolni vzorky a amplikony, tak aby se zabrénilo jakymkoli pochybnostem.

II.L1.1  Extrakce celé RNA

Veskerd price s RNA se provadi v rukavicich na ledu.
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Celd RNA se extrahuje fenol-chloroformovou metodou nebo afinitnimi spin kolonami pro RNA podle pokynti
vyrobce.

Purifikovand RNA se resuspenduje v destilované vodé zbavené RNdzy (tedy ve vodé oSetfené 0,1 % dietylpyro-
karbondtem).

Odhad koncentrace a istoty extrahované RNA se provede méfenim optické hustoty pfi 260 nm a pfi 280 nm.
Alternativnim pFistupem muZe byt zafazeni vnitfnich kontrol zaméfenych na hostitelsky genom podle
bodu I1.1.3.

[.1.2 RT-PCR za Gcelem zjisténi ISAV

K amplifikaci genomu ISAV lze pouzit nékolik metod RT-PCR. Muze byt provedena dvoustupnovd
polymerdzova fetézova reakce s reverzni transkripci v redlném case (RT-PCR), pficemzZ stupné reakce RT a PCR
probihaji kazdy v jiné zkumavce. Lze vSak provést také jednostupriovou reakci: obé reakce pak probihaji v jedné
zkumavce. PouZije se pokud mozno jednostupiiovd metoda, a to z toho divodu, Ze test v jedné zkumavce
minimalizuje riziko kifzové kontaminace, protoze obsah nemusi byt pfendsen, pficemz tato metoda se povaZuje
za stejné citlivou jako metoda dvoustupriova.

Pouziji se primery a test, jeZ jsou popsany v tomto bodé, tedy par primer ILA1 ¢&i ILA2, které se zaméfuji na
segment 8 a které byly shleddny za vhodné ke zjistovani ISAV v ohniscich a u ryb, které jsou pfenaseci.
Reverzni primer ILA2 neodpovidd izoldtim ze Severni Ameriky, a proto se v téchto piipadech pouzije
alternativni sada primert.

Pifimy primer (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3";
Reverzni primer (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3'.

Podminky cyklovani: 30 minut pfi 50 °C; 1 cyklus: 15 minut pfi 94 °C, 40 cykla: 30 sekund pii 94 °C,
30 sekund pii 55 °C, 60 sekund pfi 72 °C; 1 cyklus: 5 minut pfi 72 °C. Velikost produktu je 155 bp.

Vysledky polymerazové fetézové reakce (PCR) se mohou lisit v zdvislosti na podminkéch, za kterych se provadi,
konkrétné muze byt v zavislosti na pouzivaném termocykleru zapotiebi optimalizovat teplotni protokol. Kromé
toho muZze nespravné Zihani primert nebo kontaminace laboratofe vést k falesné pozitivnim vysledktim. Kazda
zpracovavand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky. Misto
tohoto postupu Ize pouzit i jiné varianty RT-PCR, u nichz byla prokdzana obdobnd G¢innost.

I.1.3 RT-gPCR za Gcelem zjisténi ISAV

Pouzitim kvantitativni polymerdzové fetézové reakce s reverzni transkripci v redlném case (RT-qPCR) lze zvysit
specificnost a pravdépodobné i citlivost testu. Tato metoda je rychlejsi, protoze nevyZaduje gelovou elektro-
forézu, a navic snizuje riziko kiizové kontaminace, protoze mnozstvi RNA s genomem viru ve zkumavce se
vzorkem lze odhadnout. Nevyhodou testu RT-gPCR je, Ze Casto neni mozné provést sekvenovani amplifiko-
vanych produktd. Panuji-li vSak pochybnosti o specifi¢nosti amplifikovaného produktu, musi byt k ovéfeni
vysledku proveden dalsi specificky test na ISAV.

Pouzije se test popsany v tomto bod¢, coZ je test, ktery se zaméfuje na segment 8. Tento test se pouZije
u izolat z Evropské unie, Evropského sdruzeni volného obchodu a Severni Ameriky. Pouzije se pokud mozno
jednostupiiovd metoda, protoze test v jedné zkumavce minimalizuje riziko ki{Zové kontaminace.

Piimy primer: 5'- CTACACAGCAGGATGCAGATGT -3';

Reverzni primer: 5'- CAGGATGCCGGAAGTCGAT -3';

a sonda: 5'-FAM- CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3'.

Kazdd zpracovdvand desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky.
Podminky cyklovani: 30 minut pfi 50 °C; 1 cyklus: 15 minut pfi 95 °C; 40 cykla: 15 sekund pii 94 °C,

60 sekund pfi 60 °C; v piipadé potieby se tyto podminky upravi. Misto tohoto postupu lze také pouzit i jiné
varianty RT-PCR ¢i RT-qPCR, u nichZ byla prokdzdna obdobnd Géinnost.
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I.1.4  Sekvenovéani amplifikovanych produktd PCR
Piimy primer (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA -3';
Reverzni primer (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA -3".

Kazda zpracovavana desticka musi obsahovat negativni vzorové kontrolni vzorky a pozitivai kontrolni vzorky.
Podminky cyklovani (jednostupiiovd RT-PCR): 1 cyklus: 30 minut pfi 50 °C; 1 cyklus: 15 minut pii 94 °C
40 cyklt: 30 sekund pii 94 °C, 30 sekund pfi 55 °C a 60 sekund pii 72 °C; 1 cyklus: 5 minut pii 72 °C;
v piipadé potieby se tyto podminky upravi. Misto tohoto postupu lze také pouzit i jiné varianty RT-PCR ¢i
RT-qPCR, u nichz byla prokdzdna obdobna G¢innost.

Alternativné Ize k sekvenovdni HPR v segmentu 6 pouzit tuto metodu:
Piimy primer: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3/,
Reverzni primer: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3';.
Velikost produktu: 304 nt v piipadé HPRO.

Lze pouzit i testy RT-PCR s podobnou citlivosti a specifi¢nosti, jakou maji testy popsané v tomto bodé.

Pred sekvenovanim se pomoci gelové elektroforézy provede kontrola ¢istoty amplifikovanych produkté RT-PCR.
Je-li zjistén pouze jeden Cisty fragment, provede se jeho purifikace pfimo z reakce PCR. Je-li pfitomno vice
amplifikovanych fragmentd, provede se pomoci gelové elektroforézy purifikace fragmentu, ktery je pfedmétem
zdjmu. Purifikace fragment PCR z roztokd nebo agardzovych gelti se provede afinitnimi spin kolonami pro
fragment PCR podle pokynt vyrobce.

Sekvenovani provede pomoci amplifika¢nich primerti specializovand externi spole¢nost. Vysledky se analyzuji
pomoci algoritmu BLAST a sekvence se porovnaji s jinymi zndmymi sekvencemi v databazi nukleotidi
Nérodniho centra USA pro biotechnologické informace (National Centre for Biotechnical Information — NCBI).

Sekvenovani mus{ odstranit jakékoli pochybnosti o specifi¢nosti amplifikovaného produktu RT-PCR.

1.2 Izolace ISAV na bunécné kultute
[.2.1 Piiprava vzorkd

Tkan se uchovavé pii teploté — 80 °C. Tkan lze pfed vySetfenim zmrazit a rozmrazit pouze jednou. Pro tcely
dozoru a kontroly se vySetfeni provede co nejrychleji.

Kazdy vzorek (smés tkdni v transportnim médiu) se zcela homogenizuje za pomoci schvileného homogeni-
zdtoru, odstfeduje se pfi 2 000 az 4 000 x g po dobu 15 minut za teploty 0 az 6 °C a supernatant se filtruje
(filtrem s pory o velikosti 0,45 pm) a inkubuje se stejnym objemem pfiméfené zfedéné smési antisér proti
domacim sérotyptim viru infekéni nekrozy pankreatu (IPNV). Pfi 50 % neutralizacnim plakovém testu musi titr
antiséra Cinit minimdlné 1: 2 000. Smés se inkubuje po dobu jedné hodiny pfi teploté 15 °C. Pouzije se jako
ockovaci litka (inokulum).

Ogetfeni vSech inokuli antisérem viru infekéni nekrézy pankreatu (v nékterych ¢dstech Evropy je timto virem
kontaminovdno 50 % rybich vzorkd) slouzi k prevenci vyskytu cytopatického efektu (CPE) vyvolaného IPNV
u naockovanych bunénych kultur. Toto o3etfeni Ize provést ke zkraceni doby virologickych vysetfeni, jakoz i ke
snizeni poctu pipadd, v nichz by se zjisténi CPE mohlo povazovat za moZnou zndmku ISAV. Pokud vzorky
pochdzeji z vyrobnich jednotek, které se povazuji za prosté IPNV, lze oSetieni ockovaci latkou s antisérem na
IPNV vynechat.

[.2.2  Naockovani bunéénych kultur

Pro prvotni izolaci ISAV se pouziji buniky z ledvin lososa obecného (Atlantic salmon kidney — ASK). Mohou byt
pouzity i jiné bunéné linie, jejichz d¢innost a citlivost v souvislosti s izolovanim ISAV byly prokdzany, pficemz
je tieba zohlednit variabilitu kmene a schopnost rtiznych kmenti rozmnozZovat se v riznych bunénych liniich.
Pokud se pouzije nizky pocet pasdzi, podporuji buniky ASK podle vieho izolaci a rust dosud zndmych izolatd
viru. U bunék ASK muze byt cytopaticky efekt (CPE) vyraznéjsi nez u jinych vnimavych bunéénych linif, napf.
SHK-1 (Salmon head kidney-1).
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Bunky ASK (subkultivacni ¢islo 65 nebo nizsi) se kultivuji v médiu L-15 s 10 % fetdlnim bovinnim sérem, 2 %
(obj.[obj.) 200mM L-glutaminu a 0,08 % (obj./obj.) 50mM 2-merkaptoetanolu na destickdch s vice jamkami.
Antisérem oSetfend suspenze orgdnt se naockuje do mladych, aktivné rostoucich bunéénych kultur tak, aby se
doséhlo kone¢ného ztedéni tkdnového materidlu v médiu bunéénych kultur v poméru 1: 1 000. Na kazdy
organ se do jedné jamky s 2 ml kultiva¢ntho média pfidd suspenze s 40 pl inokula. V zdjmu minimalizace
rizika kiizové kontaminace se pro vzorky z rtiznych mist s chovem ryb pouZiji samostatné desticky s 12 nebo
24 jamkami.

Jedna desticka se nenaockuje a poslouzi jako negativni kontrolni vzorek. Jind desticka se naockuje referencnim
izolatem ISAV a poslouZi jako pozitivni kontrolni vzorek, pficemz se pouzije tento postup. Prvni jamka se
naockuje 100 pl zdsobniho preparitu ISAV (s minimilnim titrem infek¢ni davky tkdnové kultury v 50 %
koncovém bodu (TCID50 ml-') v hodnoté 107) a promichd se. Objem této latky v prvni jamce se pfenese do
druhé, natedi se v poméru 1: 10 a promichd se. Tento postup se opakuje u kazdé jamky na desticce, pficemz se
vytvoii Sest desetiprocentnich roztokd. Zdsobu ISAV lze skladovat pfi teploté — 80 °C po dobu minimélné dvou
let, avak po rozmrazeni musi byt pouzita do tfi dni. Je tfeba dévat pozor na to, aby se zabrédnilo ki{Zové
kontaminaci mezi testovacimi destickami a materidlem pozitivniho kontrolniho vzorku. Aby se toto nebezpeci
vyloucilo, je tieba pozitivni kontrolni vzorky zpracovdvat a oSetfovat oddélené od testovacich desti¢ek. Pouziti
pozitivaiho kontrolniho vzorku pfi kazdém ockovani lze nahradit tim, Ze se kazdych Sest mésicti provede test
citlivost bunék ASK vii¢i izolatim ISAV.

Vzorky se inkubuji pfi teploté 15 £ 2 °C po dobu az 15 dni. Ke zjisténi CPE se bunécné kultury dvakrat vySetii
pod mikroskopem: nejprve mezi patym a sedmym a poté mezi dvandctym a ¢trndctym dnem po naockovéni.
Pokud se u kterékoli smési zjisti CPE, musi byt okamzité zahdjeny postupy identifikace viru v souladu
s bodem I1.2.4. Pokud neni CPE do ¢trnictého dne pozorovan, provede se nepiimy imunofluorescenc¢ni test
(IFAT), hemadsorpéni test nebo RT-PCR.

I1.2.3  Subkultivace

Subkultivace se provadi od tfindctého do patndctého dne. Do jamek obsahujicich mladé, aktivné rostouci
bunétné kultury se pfidd supernatant kultury ve vhodném (10 %) roztoku na destickdch s vice jamkami
a inkubuje se pii teploté 14 + 2 °C po dobu 18 dni. Ke zjisténi CPE se bunééné kultury dvakrdt vyseti{ pod
mikroskopem: nejprve mezi patym a sedmym a poté mezi ¢trndctym dnem a osmndctym dnem po naockovani.
Pokud se u kterékoli smési zjisti CPE, musi byt okamzZité zahdjeny postupy identifikace viru v souladu
s bodem I1.2.4. Pokud neni CPE do ¢trndctého az osmndctého dne pozorovan, provede se hemadsorpéni test
nebo test RT-PCR.

Pokud je béhem prvnich sedmi dni po inkubaci zjisténa cytotoxicita, provede se subkultivace tak, Ze se buniky
nechaji inkubovat po dobu 14 az 18 dni a pak se provede novéd subkultivace, kterd trvd dalSich 14 az 18 dni.
Pokud se objevi cytotoxicita po sedmi dnech, nechaji se buiiky inkubovat tak, aby se dospélo k celkové dobé 28
az 36 dni inkubace od prvotniho naockovdni.

Pokud se v prvotni kultufe objevi bakteridlni kontaminace, musi se vySetfeni opakovat, a to za pouzit
homogendtu tkdné skladovaného pii teploté — 80 °C. Pred naockovinim se homogendt tkdné odstfeduje
pii 4 000 x g po dobu 15 aZ 30 minut za teploty 0 az 6 °C a supernatant se filtruje filtrem s pory
o velikosti 0,22 pm. Pokud se bakteridlni kontaminace objevi béhem subkultivatniho stupné, na povrchu
plovouci vrstva se filtruje na 0,22 pm, naockuje se do Cerstvych bunék a nechd se inkubovat po dalsich 14
az 18 dni.

[1.2.4  Vysetfeni k identifikaci viru

Pokud jsou v kterémkoliv stddiu pozoroviny dikazy CPE nebo pokud je vysledek hemadsorpéniho testu
pozitivni, provede se identifikace viru. Obvyklymi metodami k identifikaci ISAV je RT-PCR v souladu
s bodem IL.1 a imunofluorescence (IF) v souladu s bodem 11.2.6. Pokud se predpoklddd ptitomnost dalsich vird,
mus{ byt k identifikaci viru provedena doplitkovd vySetfeni. Nevedou-li tato vySetfeni do jednoho tydne ke
kone¢né identifikaci viru, pfedd se supernatant k okamzité identifikaci:

a) referen¢ni laboratofi pro ISA Svétové organizace pro zdravi zvifat (OIE); nebo

b) nédrodni referencni laboratofi ¢i referen¢ni laboratofi EU pro ndkazy ryb v souladu s p¥lohou VI smérnice
2006/88/ES.

[.2.5 Hemadsorpce
Replikace ISAV v bunécnych kulturdch nevede vidy k CPE, a proto musi byt u kazdé jamky proveden test

RT-PCR nebo hemadsorpéni test v souladu s timto bodem nebo imunofluorescencni test v souladu
s bodem I1.2.6.
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Z kazdé jamky, v¢etné jamek s pozitivnimi a negativnimi kontrolnimi vzorky, se odebere kultivaéni médium
a umisti se do oznalenych sterilnich zkumavek. Do kazdé jamky se pfidd 500 pl 0,2 % roztoku (obj./obj.)
omytych cervenych krvinek krdlika nebo koné nebo 0,05 % roztok (obj./obj) omytych Cervenych krvinek
pstruha duhového nebo lososa obecného a nechd se inkubovat za pokojové teploty po dobu 45 minut. Cervené
krvinky se odstrani a kazdd jamka se dvakrdt opldchne médiem L-15. Kazdd jamka se vySeti{ pod mikroskopem.

Pritomnost shlukdl cervenych krvinek pfichycenych na povrchu bunék ASK je tfeba povazovat za zndmku
podezfeni na infekci orthomyxovirem. Pokud je hemadsorpéni test pozitivni, musi byt okamzit¢ provedeno
vysetteni k identifikaci viru v souladu s bodem 11.2.4.

[.2.6  Imunofluorescence (IF)

Bunky ASK (subkultiva¢ni ¢islo 65 nebo nizsi) se kultivuji v médiu L-15 s 10 % fetdlnim bovinnim sérem, 2 %
(obj.Jobj.) 200mM L-glutaminem a 0,08 % (obj./obj.) 50mM 2-merkaptoetanolem na destickdch s vice jamkami,
pfi¢emz se pouziji pii konfluenci pfesahujici 50 %. Lze pouzit i jiné buné¢né linie nebo jind kultivaéni média,
jejichz Gcinnost byla prokdzdna. Do dvou jamek se vzdy pfidd 225 pl supernatantu kultury, u niZ se
pfedpoklddd infikace virem, jamky se promichaji a 225 pl se pfenese do dvou dalsich jamek, pficemz se
fedi 1: 5. Dvé dalsi nenaockované jamky poslouzi jako kontrolni vzorky. Se vzorky z kazdého hospodarstvi
s chovem ryb se pracuje na samostatnych destickdch, podobné jako s kontrolnimi vzorky viru. Kontrolni vzorek
viru se vytvoi{ za pouziti referen¢niho izoldtu ISAV.

Desticky se inkubuji pii teploté 14 = 2 °C a vySetfuji pod mikroskopem po dobu az sedmi dni. Pokud se zjisti
pfedCasny CPE nebo pokud neni CPE do sedmi dnli pozorovan, ndsleduje fixace. Jamky se oplichnou
fostitovym pufrem s chloridem sodnym (PBS) a fixuji se inkubaci s 80 % acetonem po dobu 20 minut pfi
pokojové teploté. Desticky se usu$i na vzduchu a neprodlené obarvi nebo se pied obarvenim maximélné po
24 hodin pfi teploté 0 az 6 °C skladuji.

Jamky (postup probihd ve vice replikacich) se obarvi smési monoklondlnich protilitek ISAV (MAb) 3H6F8
a 10C9F5 nebo jinou monoklondlni protildtkou, jejiz G¢innost a specificnost byla prokdzana, nafedi se PBS
a inkubuji pfi teploté 37 + 4 °C po dobu 30 minut. MAb se odstrani a desticky se tiikrdt oplichnou 0,05 %
roztokem Tween 20 v PBS. Do kazdé jamky se piidd konjugdt anti-mysiho IgG a fluorescein-isothiokyanatu
(FITC) fedény v PBS a inkubuje se pfi teploté¢ 37 £ 4 °C po dobu 30 minut. Roztoky rtiznych divek MAb
a konjugdtu FITC se v kazdé laboratofi optimalizuji. Protilitka se odstrani a desticky se tiikrt oplachnou
0,05 % roztokem Tween 20 v PBS.

Replika¢ni jamky se neprodlené vySetti za pouziti inverzntho mikroskopu zafizeného k fluorescenéni
mikroskopii s vhodnym filtrem upravenym k excitaci FITC. Test se povaZuje za pozitivni, pokud jsou
pozorovany fluorescenéni buiiky. Aby test byl platny, musi byt pozitivntho vysledku dosazeno také
u kontrolnich pozitivnich vzorkd a u negativnich vzorkd musi byt dosazeno vysledku negativniho.

1.3 Vysetfeni jinych tkdni

Technika uvedend v bodé 11.2.6 se miize pouZit i na jiné tkdné ryb, napiiklad na jitra, slezinu a srdce, a to za
podminky, Ze na sklicko se podaif ulozit dostate¢né mnozstvi endotelovych bunék, leukocytti nebo lymfocyti.
Obarveni probihd u kazdé tkdné totozné, aviak u nékterych tkdni muZe byt vhodnéjsi nepouzivat znaceni
propidiumiodidem a upfednostnit k identifikaci typ bunék ptitomnych v otisku fdzové osvétleni.

1.4 Histologie
Rezy zalité do parafinu se nakraji na kousky o velikosti 5 um a obarvi hematoxylinen a eosinem.

Histologické zmény u klinicky nemocného lososa obecného jsou rtizné, jejich soucdsti v§ak mohou byt:

a) Cetné erytrocyty v centrdlnim zilnim splavu a lameléznich kapildrdch Zaber, pficemZ se mohou tvofit také
shluky erytrocytd;

b) multifokdlni nebo splyvajici petechie nebo nekréza hepatocytt piipadné oboji dohromady v urcité
vzdélenosti od velkych cév v jdtrech; multifokdlni nahromadéni erytrocytt v dilatovanych jaternich
sinusoidach;



L 247/54

Utednt véstnik Evropské unie 23.9.2015

IL.5

¢) nahromadéni erytrocytd v krevnich cévich v lamina propria ve stfevech a piipadné i krviceni do lamina
propria;

d) stroma sleziny rozsifené v dusledku nahromadéni erytrocytd;

e) lehce multifokdlni aZ znacné roz$ifené intersticidlni krvdceni s tubuldrni nekr6zou v oblastech krvéceni,
nahromadénim erytrocytd v glomerulech v ledvindch;

f) erytrofagocytdza ve sleziné a sekunddrni krvéceni jater a ledvin.

Imunohistochemie (IHC)

Pouzije se polyklondlni protildtka proti nukleoproteinu ISAV na fezech z tkdné fixované formalinem zalitych do
parafinu. Orgdny, které maji byt vySetfeny, jsou prvoledvina a srdce (pfechodovd oblast zahrnujici vSechny tfi
komory a chlopné). Piipady, u kterych existuje vzhledem k patologickym pfiznakim podezfeni, se ovér
pozitivni IHC. Histologické fezy se pfipravi podle standardnich metod.

1) Piiprava tkdfiovych fezt

Tkéné se fixuji v neutrdlnim, fosfitem pufrovaném 10 % roztoku formalinu po dobu nejméné jednoho dne,
dehydratuji se ve stupfiované etanolové fad€, vycisti se v xylenu a zaliji se do parafinu v souladu se
standardnimi protokoly. Piiblizné¢ 5 pm silné fezy (v piipadé IHC umisténych na sklicku pokrytém
poly-L-lysinem) se na dobu 20 minut zahfeji na teplotu 56 °C az 58 °C (maximélné 60 °C), odparafinuji se
v xylenu, rehydratuji se ve stupiiované etanolové fadé a obarvi se hematoxylinem a eosinem pro dcely
patomorfologie a IHC v souladu s bodem 2.

2) Obarvovéni pro téely IHC
Neni-li v tomto rozhodnuti stanoveno jinak, provedou se veskeré inkubace pti pokojové teploté na trepacce:

a) antigen se ziskd tak, Ze se Fezy vafi v 0,1 M citrdtového pufru pH 6,0 po dobu 2 x 6 minut, nisleduje
blokovdni za pomoci 5 % netu¢ného suseného mléka a 2 % koziho séra v 50 mM TBS (TBS;
Tris/HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) po dobu 20 minut;

b) fezy se poté pfes noc inkubuji pomoci primérni protildtky (monospecifickd kréli¢i protildtka proti nukleo-
proteinu ISAV) fedéné v TBS za pomoci 1 % netu¢ného suseného mléka, poté se téikrat oplachnou v TBS
s 0,1 % Tween 20;

) za Ulelem zjisténi vdzanych protilatek se fezy inkubuji za pomoci protilitek konjugovanych alkalickou
fosfatdzou proti kralicimu IgG po dobu 60 minut. Po poslednim opldchnut se ptidd Fast Red (1 mg ml-1)
a naftol AS-MX fosfdt (0,2 mg ml-') s 1 mM Levamisolu v 0,1 M TBS (pH 8,2) a nechd se po 20 minut
reagovat. Rezy se ndsledné opléchnou kohoutkovou vodou, kontrastné se obarvi Harrisovym hemato-
xylinem a montuji se do montovactho média rozpustného ve vodé. Soucasti kazdé testové sestavy musi
byt kontrolni vzorky tkdnovych fezti pozitivnich a negativnich na ISAV.

3) Interpretace vysledkti imunohistochemické analyzy (IHC)
Interpretace vysledkt testu IHC je stanovena v pismenech a) a b):

a) kontrolni fezy se povaZuji za pozitivni, pokud je pozorovdno, Ze maji zfetelné viditelné cervené
(naCervenalé) cytoplazmatické a intranukledrni zabarveni endotelidlnich bunék v krevnich cévich
endokardu. Rez testovaného vzorku se povazuje za pozitivni pouze tehdy, pokud se zjisti takovéto
zietelné intranukledrni Cervené zabarveni endotelidlnich bunék;

b) kontrolni fezy se povazuji za negativni, pokud nevykazuji zddné vyznamné barevné reakce.

Intranukledrni lokalizace je specifickd v pfipadé nukleoproteinu orthomyxoviru ve fézi replikace viru, ale
soubézné cytoplazmatické zabarveni je Casto dominantni. Cytoplazmatické zabarveni a dali barevné
struktury pfi absenci intranukledrni lokalizace je tfeba povazovat za nespecifické ¢i neprikazné.
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K nejsilngjsim pozitivnim barevnym reakcim dochdzi zpravidla u endotelidlnich bunék srdce a ledvin.
Barevné reakce u endotelidlnich bunék v rdmci velmi rozsdhlych hemoragickych 1ézi mohou byt slabé nebo
k nim nemusi dojit vibec, zfejmé z divodu lyzy infikovanych endotelidlnich bunék.

CAST 4

PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY ZA UCELEM DOZORU NAD INFEKCI MARTEILIOZOU (MARTEILIA
REFRINGENS) A JEJfHO POTVRZENI

L Podrobné diagnostické metody a postupy za dcelem diagnostiky infekce marteiliézou (Marteilia refringens)

Pfi odbéru vzorkd a laboratornim vySetfeni za ucelem ziskdni nebo zachovani ndkazového statusu, pokud jde
o infekci Marteilia refringens, podle piflohy I ¢sti 4 oddilu I, nebo za Gcelem potvrzeni ¢ vylouceni vyskytu této
ndkazy uvedené na seznamu v souladu s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88/ES pomoci diagnostickych metod
stanovenych v pfiloze I ¢asti 4 oddile II se pouZiji podrobné diagnostické metody a postupy stanovené
v bodech 1.1, 1.2 a 1.3 této casti.

L1 Postupy odbéru vzorki

K odbéru vzorku se pfednostné pouziji jednotlivi rozevieni nebo cerstvé uhynuli mékkysi, aby se zvysila pravdé-
podobnost nalezeni infikovanych zivocichi.

Po odebrani se vzorky ustfic a slavek uchovavaji pfi teploté 4 °C nebo na chlazeném ledu v plastovém siacku se
Stitkem, na némz jsou uvedeny tdaje o vlastnostech a pavodu ustiic nebo slavek, a to po dobu maximalné
24 hodin v piipadé, Ze obsahuji rozeviené mékkySe, a po dobu maximdlné 72 hodin v piipadé, Ze je
neobsahuji. Rozevieni nebo Cerstvé uhynuli mékkysi se uchovéavaji oddélené od ostatnich mékkysi.

Pro tcely histologického diagnostikovani Marteilia refringens se pouzije 3 aZ 5 mm silny fez zahrnujici tkdn ze
zaber a srdce. K nékterym testim, napiiklad otiskim ¢&i polymerdzové fetézové reakci (PCR), se pouzije Cdst
slinivkojaterni Zldzy.

1.2 Mikroskopické techniky
2.1  Cytologie (cytologické otisky)

Po osusen{ tkdn{ slinivkojaterni Zldzy na savém papife se pofidi nékolik otiski na podlozna sklicka. Sklicka se
ususi na vzduchu, fixuji se v metanolu nebo v absolutnim etanolu a obarvi se pomoci komer¢né dostupné sady
pro barveni krve (napiiklad Diff-Quik®/Hemacolor®), a to podle pokynti vyrobce. Po oplachnuti v kohoutkové
vodé a usueni se za pouziti syntetické pryskyfice pfekryji krycimi sklicky. Sklicka se pozoruji nejprve pii
200ndsobném zvét$eni a poté pod imerzni tekutinou pfi 1 000ndsobném zvétsent.

Za pozitivni vysledek se povazuje, pokud jsou pozoroviny buitky o velikosti 30 az 40 pm. Zabarveni
cytoplazmy je bazofilni, zatimco jadra eosinofilni. Kolem velkych, vyrazné obarvenych (svétlolomnych) granul
lze pozorovat svétlé kruhy a ve vétsich bunikdch také buiiky uvnitt bunék.

Tato technika neni specifickd pro parazitni druhy.

1.2.2  Histologie

Rezy tkani, které zahrnuji Zdbry, slinivkojaterni zldzu, pldst a gonddy, se po dobu minimalné 24 hodin fixuji
v Davidsonové fixaénim roztoku a poté ndsleduje béiné zpracovdni na parafinovy histologicky prepardt
a barveni, napiiklad hematoxylinem a eosinem. Pii pozorovdni se zvétSeni postupné zvySuje aZz na
1 000ndsobek.

Za pozitivni vysledek se povazuje, pokud jsou pozorovany buiiky o velikosti 4 az 40 pm. V pocatecnich fazich
lze pozorovat vicejaderné, sférické az protahlé bunky. Nachazeji se pfedevsim v epitelové tkani jicnu a Zaludku
a nékdy i labidlnich palp. Pfi sporulaci, kterd probihd v tubulech a kandlcich slinivkojaterni Zldzy, dochdzi
k déleni bunék uvnitf bunék. V jejim prubéhu se objevuji svétlolomnd granula, kterd v pocdtecnich fazich
pozorovadna nejsou. V zdvérecnych fazich infekce jsou pozorovdna sporangia nachdzejici se volné v lumen
travictho traktu. Zabarveni cytoplazmy je bazofilni, zatimco jadra eosinofilni. Granula mohou mit syté
oranzovou aZ syté rudou barvu.

Tato technika neni specifickd pro parazitni druhy.



L 247[56 Utednt véstnik Evropské unie 23.9.2015

1.3 Molekularni techniky
[.3.1  Extrakce DNA

DNA se extrahuje standardnimi postupy.

Lze pouzit komer¢né dostupné sady pro extrakci DNA, kterymi se ziskd vysoce kvalitni DNA vhodnd k pouziti
s protokoly PCR popsanymi v bodé 1.3.2.

.3.2  Polymerdzové fetézova reakce (PCR)

Bylo vypracovino a zvefejnéno nékolik protokolit PCR.

Pouziji se primery PCR, které se zaméfuji na vnitini pfepisovany mezernik (oblast ITS (ITS1)), protoZe jsou
schopny amplifikovat pouze M. refringens.

PCR se provede v objemu 50 pl smési. Smési na PCR musi obsahovat pufr (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCl
[pH 9,0 pii teploté 25 °C] a 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM smési dNTP, 1 pM piimych
a reverznich primert, 0,02 jednotky pl- ' Taqg DNA polymerdzy a 10 az 100 ng extrahované DNA. Po
denaturaci DNA po dobu 5 minut pii teploté 94 °C se 30 cykld provede takto: denaturace pii teploté 94 °C po
dobu 1 minuty, Zthdni po dobu 1 minuty pii teploté 55 °C a elongace pii teploté 72 °C po dobu 1 minuty
na 1 kbp. Nasledné se provede zavérecnd elongace po dobu 10 minut pfi teploté 72 °C. Za tcelem zjisténi M.
refringens se provede PCR s primery, které se zaméfuji na oblast ITS1 (5'-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3’
a 5'-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3').

Pozitivni kontroln{ vzorky tvoii genomickd DNA z vysoce infikované hostitelské ¢i plazmatické DNA obsahujici
cilovou oblast.

Negativni kontrolni vzorky tvoii genomickd DNA z neinfikované hostitelské DNA a reak¢ni ¢inidla PCR bez
cilové DNA.

Za pozitivni vysledek se povazuje pozitivni amplifikace PCR s oc¢ekdvanou velikosti (412 bp), pficemz viechny
negativni kontrolni vzorky musi byt negativni a v§echny pozitivni kontroln{ vzorky pozitivni.

1.3.3  Hybridizace in situ (ISH)

Bylo vypracovéno a zvefejnéno nékolik protokoldl (ISH).

Pouzije se sonda, kterd se zaméfuje na malou podjednotku (SSU) genového komplexu rRNA, protoze byla
histologicky ovéfena.

Rezy tkani, které zahrnuji Zdbry a slinivkojaterni Zldzu, se po dobu minimalné 24 hodin fixuji v Davidsonové
fixa¢nim roztoku a poté ndsleduje béZné zpracovani na parafinovy histologicky preparat. Piipravi se fezy o sile
5 pm a polozi na sklicka potazend aminoalkylsilanem, jez se pfes noc zapecou v troubé pfi 40 °C. Rezy se poté
odparafinuji ponofenim do xylenu na dobu 10 minut. Tento krok se jednou opakuje, poté se rozpoustédlo
odstrani dvéma po sobé ndsledujicimi ldznémi v absolutnim etanolu, z nichz kazd4 trvd 10 minut. Rezy se poté
dehydratuji ponofenim do stupriované etanolové fady. Ndsledné se po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C oSetiuji
proteindzou K (100 pg/ml) v TE pufru (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]). Sklicka se dehydruji ponofenim do
stupfiované etanolové fady a pak se ususi na vzduchu. Rezy se inkubuji s 100 pl hybridiza¢niho pufru
(4 x SSC [solny roztok citrdtu sodného], 50 % formamid, 1 x Denhardtiv roztok, 250 pg/ml kvasinkové tRNA,
10 % dextran sulfit) obsahujictho 10 ng (1 pl reaktantt PCR pfipravenych podle postupu popsaného
v bodé 1.3.2 za pouziti primertt CCG-GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG a TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC) sondy
znacené digoxigeninem. Rezy se piikryji plastickymi krycimi sklicky in situ a umisti se do ohfivactho bloku
s teplotou 95 °C na dobu 5 minut. Sklicka se pak chladi na ledu po dobu 1 minuty, poté se pfes noc provede
hybridizace pfi teploté 42 °C ve vlhké komote. Rezy se dvakrat opldchnou v solném roztoku citritu sodného
(2 x SSC) po dobu 5 minut pii pokojové teploté a jednou v solném roztoku citrdtu sodného (0,4 x SSC) po
dobu 10 minut pii teploté 42 °C. Zjistovani probihd podle pokynt vyrobce. Sklicka se poté oplichnou sterilni
destilovanou vodou (dH20). Rezy se kontrastné obarvi Bismarckovou hnédou Zluti, oplichnou se sterilni
destilovanou vodou a za pouziti montovactho média rozpustného ve vodé se prikryji krycimi sklicky.

Pozitivni a negativni kontrolni vzorky tvoif fezy ze zndmych infikovanych respektive neinfikovanych hostiteld.
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PH pozitivnim vysledku jsou bunky M. refringens v rdmci zndmych cilovych tkdni oznaceny fialové-Cernou
barvou, pfi¢emz vSechny negativni kontrolni vzorky musi byt negativni a vSechny pozitivni kontrolni vzorky
pozitivni.

1.3.4  Sekvenovani
Sekvenovani se provadi jakoZzto jeden ze zadvére¢nych krokt k potvrzeni diagndzy. Cilenymi oblastmi jsou mald
podjednotka rRNA a ITSI.

IL. Podrobné diagnostické metody a postupy za iicelem dozoru nad infekci marteiliézou (Marteilia refringens) a jejiho
potvrzeni

Pro téely programil pro dozor a za tcelem potvrzeni infekce marteiliézou (Marteilia refringens) nebo vylouceni
podezfeni na tuto ndkazu uvedenou na seznamu v souladu s pozadavky stanovenymi v piiloze I ¢dsti 4 oddile II
musi diagnostické metody a pfislusné postupy, které se pouziji, odpovidat ndsledujicim pokyniim stanovenym
v tabulce 4.1 niZe:

Tabulka 4.1

Pokyny k pouZiti diagnostickych metod pro tcely programii pro dozor a potvrzeni nebo vylouceni
vyskytu infekce Marteilia refringens

Metoda Cileny dozor Predbézna diagnéza Potvrzeni diagnézy
Otisky slinivkojaterni zldzy X X X (jako moznost)
Histopatologie X X (jako mozZnost)
Hybridizace in situ X (vzdy)
Polymerazova fetézova reakce X X X (vidy)
Sekvenovani X
CAST 5

PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY ZA UCELEM DOZORU NAD INFEKCEMI BONAMIOZOU (BONAMIA
OSTREAE) A JEJICH POTVRZENI

L Diagnostické postupy u infekce bonamiézou (Bonamia ostreae)

PH odbéru vzorkt a laboratornim vySetfeni za tcelem ziskdni nebo zachovéni urcitého ndkazového statusu,
pokud jde o Bonamia ostreae, podle piilohy I ¢asti 5 oddilu I nebo za Gcelem potvrzeni vyskytu nebo vylouceni
této ndkazy uvedené na seznamu v souladu s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88/ES pomoci diagnostickych
metod stanovenych v pfiloze I ¢asti 5 oddile II se pouziji podrobné diagnostické metody a postupy stanovené
v bodech .1, 1.2 a 1.3 nize.

L1 Postup odbéru vzorka

K odbéru vzorki se pfednostné pouziji jednotlivi rozevieni nebo cerstvé uhynuli mékkysi, aby se zvysila pravdé-
podobnost nalezen{ infikovanych Zivocichtl.

Po odebrani se vzorky ustiic uchovavaji pfi teploté 4 °C nebo na chlazeném ledu v plastovém sdcku se Stitkem,
na ném?z jsou uvedeny ddaje o vlastnostech a pivodu, a to po dobu maximalné 24 hodin v pfipadé, Ze obsahuji
rozeviené mékkyse, a po dobu maximdlné 72 hodin v pfipadé, Ze je neobsahuji. Rozevfeni nebo Cerstvé uhynuli
mékkysi se uchovévaji oddélené od ostatnich mékkysi.

Pro ucely histologického diagnostikovani Bonamia ostreae se pouZije 3 az 5 mm silny fez zahrnujici tkdn ze
zaber a srdce. K nékterym testim, napiiklad otiskim ¢& polymerdzové fetézové reakci (PCR), se pouZije ¢ast
slinivkojaterni Zl4zy.
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1.2 Mikroskopické techniky
[.2.1  Cytologie (cytologické otisky)

Po ususen{ Zaber nebo srde¢nich tkani na savém papife se pofidi nékolik otiskii na podloznd sklicka. Sklicka se
ususi na vzduchu, fixuji se v metanolu nebo v absolutnim etanolu a obarvi se pomoci komer¢né dostupné sady
pro barveni krve (napiiklad Diff- Quik®/Hemacolor®.), a to podle pokynt vyrobce. Po oplichnuti
v kohoutkové vodé a ususeni se za pouziti syntetické pryskyfice ptekryji krycimi sklicky. Sklicka se pozoruji
nejprve pii 200ndsobném zvétseni a poté pod imerzni tekutinou pfi 1 000ndsobném zvétseni.

Za pozitivni vysledek se povazuje ptitomnost malych kulovitych nebo vejcitych organism ($irokych 2 az 5 um)
v hemocytech. Extraceluldrné by se viak mohli objevit také paraziti. Tyto organismy maji bazofilni cytoplazmu
a eosinofilni jadro (barvy se mohou lisit podle pouzitého barveni), a vzhledem k tomu, Ze jsou rozetfeny po
sklicku, mohou se na otiscich zddt $irs{ nez pfi histologickém zkoumdni. Lze pozorovat i vicejaderné burky.
Tato technika neni specifickd pro parazitni druhy.

1.2.2  Histologie

Rezy tkani, které zahrnuji Zabry a slinivkojaterni Zldzu, se po dobu minimalné 24 hodin fixuji v Davidsonové
fixanim roztoku a poté ndsleduje bézné zpracovani na parafinovy histologicky preparit a barveni, naptiklad
hematoxylinem a eosinem. Pfi pozorovéni se zvétSeni postupné zvySuje az na 1 000ndsobek.

Za pozitivni vysledek se povazuje pfitomnost paraziti v podobé velice malych bunék o $ifce 2 az 5 pm
v hemocytech nebo volné v pojivové tkani nebo sinusech epitelu Zaber, stieva a plasté, casto ve spojeni
s intenzivni zdnétlivou reakci. Aby se zamezilo jakymkoliv pochybnostem, je k pozitivni diagnéze tfeba
v hemocytech parazita pozorovat. Tato technika neni specifickd pro parazitni druhy.

L3 Molekularni techniky
[.3.1  Extrakce DNA

DNA se extrahuje standardnimi postupy.

Lze pouzit komer¢né dostupné sady pro extrakci DNA, kterymi se obvykle ziskd vysoce kvalitni DNA vhodna
k pouziti s protokoly PCR popsanymi niZe.

[.3.2  Polymerdzovd fetézovd reakce (PCR)
Bylo vypracovano a zvefejnéno nékolik protokoléi PCR.
Lze pouzit dva protokoly PCR, které se zaméfuji na malou podjednotku (SSU) rDNA:

a) prvnim je béznd reakce PCR, kterd amplifikuje nékolik ¢lentt skupiny Haplosporidia, mj. i Bonamia spp.
Primery oznaené Bo a Boas (5'-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-GCC-GC-3' respektive 5'-CTG-ATC-GTC-TTC-
GAT-CCC-CC-3") amplifikuji produkt o velikosti 300 bp. Smési PCR obsahuji pufr (500 mM KCl, 100 mM
Tris/HCl [pH 9,0 p#i 25 °C] a 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM smési dNTP, 1 pM pimych
a reverznich primerti, 0,02 jednotky/ul Taq DNA polymerdzy a 0,2 ngfpl Sablony DNA pi#i celkovém
objemu 50 pl. Vzorky se denaturuji v termocykleru po dobu péti minut pii 94 °C a ndsledné se
podrobi 30 cyklim (1 minuta pfi 94 °C, 1 minuta pfi 55 °C, 1 minuta pfi 72 °C) a na zdvér se po
dobu 10 minut pfi 72 °C provede kone¢nd extenze.

Pozitivni kontrolni vzorky tvofi genomickd DNA z vysoce infikované hostitelské ¢i plazmatické DNA
obsahujici cilovou oblast.

Negativni kontrolni vzorky tvoif genomickd DNA z neinfikované hostitelské DNA a reakéni ¢inidla PCR bez
cilové DNA.

Za pozitivni vysledek se povazuje pozitivni amplifikace PCR s ocekdvanou velikosti (300 bp), pficemz
viechny negativni kontrolni vzorky musi byt negativni a v§echny pozitivni kontroln{ vzorky pozitivni;
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b) druhym protokolem PCR je test PCR v redlném case s pomoci barviva SYBR® Green. UmozZiiuje specificky
zjistit B. ostreae (jak je popsdno niZe) a lze jej kombinovat s testem PCR v redlném case pomoci barviva
SYBR® Green ke specifickému zjisténi B. exitiosa (Ramilo et al. 2013).

Primery BOSTRE-F (5'- TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’) a BOSTRE-R (5'- TCGCGGTTGAATTTTATCGT-3')
amplifikuji produkt o velikosti 208 bp. Smési PCR obsahuji smés SYBR® Green Master (1x), 0,3 uM piimych
a reverznich primerti a 200 ng extrahované DNA. Vzorky se po dobu 10 minut pfi 95 °C denaturuji
v systému umoziujicim detekci v redlném case, ndsledné se podrobi 35 cyklam (30 sekund pfi 95 °C,
45 sekund pfi 55 °C a 1 minuta p#i 72 °C). Provede se analyza kiivky teploty tani, a to s pfirtstky teploty ve
vysi 0,5 °C[s a pocdtkem na 55 °C a koncem na 95 °C, pfi¢emz se zaznamend fluorescence pfi kazdé zméné
teploty.

Pozitivni kontrolni vzorky tvoif genomickd DNA z vysoce infikované hostitelské ¢i plazmatické DNA
obsahujici cilovou oblast.

Negativni kontrolni vzorky tvoi{ genomickd DNA z neinfikované hostitelské DNA a reakéni ¢inidla PCR bez
cilové DNA.

Za pozitivni vysledek se povazuje pozitivni amplifikace PCR s jedine¢nym hornim bodem tdni
(78,25 + 0,25 °C za podminek zvefejnénych ve studii Ramilo et al. 2013), pficemz vSechny negativni
kontrolni vzorky musi byt negativni a vSechny pozitivni kontrolni vzorky pozitivni.

.3.3  Hybridizace in situ (ISH)

Bylo vypracovéno a zvefejnéno nékolik protokold (ISH).

Pouzije se sonda, kterd se zaméfuje na malou podjednotku (SSU) genového komplexu rDNA, pfestoze bylo
prokazdno, ze kifzové reaguje s nékterymi dalsimi ¢leny skupiny Haplosporidia.

Rezy tkdni, které zahrnuji Zdbry a slinivkojaterni zldzu, se po dobu minimalné 24 hodin fixuji v Davidsonové
fixa¢nim roztoku a poté ndsleduje béZné zpracovani na parafinovy histologicky prepardt. Pripravi se fezy o sile
5 um a polozi na sklicka potazend aminoalkylsilanem, jez se pies noc zapecou v troubé pii 40 °C. Rezy se poté
odparafinuji ponofenim do xylenu na dobu 10 minut. Tento krok se jednou opakuje, poté se rozpoustédlo
odstran{ dvéma po sobé nésledujicimi ldznémi v absolutnim etanolu, z nich# kazd4 trvd 10 minut. Rezy se poté
dehydratuji ponofenim do stupriované etanolové fady. Ndsledné se po dobu 30 minut pii teploté 37 °C oSetfuji
proteindzou K (100 pg/ml) v TE pufru (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]). Sklicka se dehydruji ponofenim do
stupiované etanolové tady a pak se ususi na vzduchu. Rezy se inkubuji s 100 pl hybridiza¢tntho pufru
(4 x SSC [solny roztok citrdtu sodného], 50 % formamid, 1 x Denhardtiv roztok, 250 pg/ml kvasinkové tRNA,
10 % dextran sulfat) obsahujictho 20 ng (2 pl reakce PCR pfipravené podle postupu popsaného v bodé 1.3.2 za
pouziti primerd Bo a Boas) sondy znacené digoxigeninem. Rezy se pfikryji plastickymi krycimi sklicky in situ
a umisti se do ohfivactho bloku s teplotou 95 °C na dobu 5 minut. Sklicka se pak chladi na ledu po
dobu 1 minuty, poté se pies noc provede hybridizace pii teploté 42 °C ve vlhké komote. Rezy se dvakrat
oplachnou v solném roztoku citritu sodného (2 x SSC) po dobu 5 minut pii pokojové teploté a jednou
v solném roztoku citratu sodného (0,4 x SSC) po dobu 10 minut pfi teploté 42 °C. Zjistovani probihd podle
pokynt vyrobce. Sklicka se poté opléchnou sterilni destilovanou vodou (dH20). Rezy se kontrastné obarvi
Bismarckovou hnédou zluti, oplichnou se sterilni destilovanou vodou a za pouziti montovactho média
rozpustného ve vodé se prikryji krycimi sklicky.

Pozitivni a negativni kontrolni vzorky tvoi{ fezy ze zndmych infikovanych respektive neinfikovanych hostiteld.

Pfi pozitivnim vysledku jsou v hemocytech oznaceni paraziti, pfi¢emz vechny negativni kontrolni vzorky musi
byt negativni a viechny pozitivni kontrolni vzorky musi byt pozitivni.

1.3.4  Sekvenovani

Sekvenovani se provadi jakoZto jeden ze zdvére¢nych krokd k potvrzeni diagnézy. Cilovymi oblastmi jsou mald
podjednotka (SSU) rDNA a ITSI.



Utednt véstnik Evropské unie 23.9.2015

Postupy za ti¢elem dozoru nad infekci Bonamia ostreae a jejiho potvrzeni
Pro tcely programt pro dozor a za tcelem potvrzeni piitomnosti infekce Bonamia ostreae nebo vylouceni

podezfeni na ni v souladu s pozadavky stanovenymi v piiloze I ¢asti 5 oddile II musi diagnostické metody
a piislusné postupy, které se pouziji, odpovidat pokyniim stanovenym v tabulce 5.1 niZe.

Tabulka 5.1

Pokyny k pouZiti diagnostickych metod pro tcely programii pro dozor a potvrzeni nebo vylouceni
pfitomnosti infekce Bonamia ostreae

Metoda Cileny dozor Predbéznd diagndza Potvrzeni diagndzy
Otisky srdce nebo Zaber X X X (jako moznost)
Histopatologie X X (jako moZnost)
Hybridizace in situ X (vzdy)
Polymerazova fetézova reakce X X X (vzdy)
Sekvenovéni X
CAST 6

PODROBNE DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY ZA UCELEM DOZORU NAD BELOSKVRNITOSTI (WSD) A ]E]fHO

POTVRZENI

Diagnostické postupy za ticelem zjiSténi WSSV

Pfi odbéru vzorkt a laboratornim vySetfeni pro Gcely programi pro dozor a eradikaci podle ptilohy I ¢dsti 6
oddilu T a za Gcelem potvrzeni pFtomnost infekce WSSV nebo vyloudeni podezieni na tuto infekci v souladu
s ¢l. 57 pism. b) smérnice 2006/88/ES pomoci diagnostickych metod stanovenych v piiloze I ¢asti 6 oddilu II se
pouziji podrobné diagnostické metody a postupy stanovené v bodech 2-7 této &dsti.

Metody a postupy popsané v této Casti piilohy II jsou piejaty z akreditovaného testu ISO 17025, jenz se
pouzivd v referenéni laboratofi Evropské unie pro nakazy korysu. Lze uplatnit alternativni pfistupy a obdobné
podminky nebo pouZit sady jinych vyrobct, které vzhledem k tém, jeZ se v této Cdsti popisuji, nabizeji
obdobnou citlivost a specifi¢nost. Ve viech ptipadech je tfeba k potvrzeni identity WSSV amplifikovany produkt
PCR sekvenovat.

Postup odbéru vzorki

Tkan (pleopody a zdbry) obsahujici WSSV infikovanych korysi lze skladovat v etanolu, v pfipravku RNAlater
nebo zmrazenou pii teploté — 80 °C. Identifikace WSSV ze vzorka tkdné by meéla probihat v téchto fazich:
homogenizace tkdné, extrakce DNA, specifickd amplifikace DNA WSSV za pouziti PCR, vizualizace amplifiko-
vaného produktu na gelu, purifikace DNA a sekvenovdni k potvrzeni identity patogenu.

Homogenizace tkdné

Rozruseni tkdni a pf{prava homogendtu ve vhodném pufru probihd za pouziti pfistroje k rozruseni tkdni Fast
Prep a zkumavek s lyza¢ni matici A (spolec¢nosti MP Biomedicals). Tkafi se zvazi, umisti do zkumavek s lyza¢ni
matici A, zfedi se v poméru 1: 10 hm./obj. nebo podle pokynd vyrobce ve vhodném pufru (G2 a 10 pl
proteindzy K, jez se pouZivd se sadou pro extrakci DNA z tkdné (spole¢nosti Qiagen)) a homogenizuje homoge-
nizitorem Fast Prep 24 po dobu dvou minut. Homogenizované vzorky se inkubuji pfi 56 °C po dobu
minimdlné ¢tyf hodin nebo pfes noc. Vzorky se vortexuji, odstfeduji se dvé minuty pii rychlosti 9 000 otdcek
za minutu, poté se do zkumavky pro extrakci DNA pfidd supernatant v objemu 50 pl nebo v objemu odpovi-
dajicim 5 mg tkdné (coZ je optimdlni vdha tkdné pro sadu pro extrakci DNA) a az do objemu 200 pl se doplni
pufr G2.
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4. Extrakce DNA

Celkovd DNA se extrahuje za pouZiti sady pro extrakci DNA a pfistroje EZ1 Advanced XL Biorobot (spolecnosti
Qiagen) podle pokyna vyrobce. S kazdou dévkou vzorkl se zdroven zpracovavd vzorek ke kontrole extrakce
(teleci thymova DNA) a negativni vzorek (pufr G2). DNA by méla byt eluovdna do objemu 50 pl. K ovéfeni
toho, Ze extrakce byla Gspé$né dokoncena, se urc¢i koncentrace DNA u viech vzorkt a kontrolnich vzorkt za
pouziti piistroje Nano Drop. Extrahovanou DNA je tfeba, pokud neni bezprostfedné zapotiebi, zmrazit
na — 20 °C.

5. Polymerdzovd fetézova reakce (PCR) u WSSV

Jako metoda ke zjisténi WSSV se pouzije protokol ke zjisténi tohoto viru technikou ,zahnizdéné“ (nested) PCR,
jez se popisuje v ndsledujicich odstavcich a kterd v prvnim a druhém kole PCR amplifikuje amplikon
o velikosti 1 447 bp, respektive amplikon o velikosti 848 bp genu 18S rRNA.

Pro reakci PCR v prvnim kole se pfipravi 50 pl smési, kterd obsahuje konecné koncentrace pufru
GoTaq (1%, spolecnost Promega), 5 mM MgCl,, 1 pmol/ul primeru WSSV 146 F1, 1 pmol/ul primeru
WSSV 146 R1 (viz tabulka 1), 0,25 mM dNTP, 1,25 jednotek Taq polymerdzy a 2,5 ul DNA. Kazdy vzorek by
mél byt zpracovan duplicitné spolu s negativnim vzorkem ke kontrole extrakce, negativnim vzorkem ke
kontrole PCR (misto DNA se pfidd 2,5 pl H,0) a pozitivnimi kontrolnimi vzorky. Pozitivni kontrolni vzorek
tvoif zfedény plazmid WSSV vyrobeny a potvrzeny k internimu pouziti (k dispozici z referen¢ni laboratofe EU).

Pro druhé kolo reakce PCR u WSSV se pfipravi totéz, co v kole prvnim, pouzije se viak primerovd sada
WSSV 146 F2/R2 a druhy pozitivni kontrolni vzorek, kterym se ovéf, Ze tato fize PCR fungovala.

Primer Sekvenovani
WSSV 146 F1 ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG
WSSV 146 R1 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA
WSSV 146 R2 GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
WSSV 146 R2 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

Prvni i druhé kolo PCR probihéd na termocykleru DNA Engine Tetrad 2 s Peltierovymi ¢ldnky (nebo obdobném
zafizeni) za téchto podminek cyklovani: nejprve 2 minuty denaturace pti 94 °C, ndsleduje 30 sekund pii 94 °C,
30 sekund pfi 62 °C, 30 sekund pfi 72 °C opakovanych ve 30 cyklech a 2 minuty elongace pii 72 °C
a nasledné se teplota udrZuje na 4 °C.

6. Gelovi elektroforéza

Amplifikované produkty PCR z prvniho i druhého kola PCR je tieba vizualizovat na 2 % agar6zovém gelu za
pouziti pufru TAE. 15 pl kazdého vzorku se vystavi 120 voltim po dobu pfiblizné 20 minut a sleduje se pod
ultrafialovym (UV) svétlem. Pozitivni vzorky vytvoii pas o velikosti 1 447 bp v prvnim kole PCR a 848 bp ve
druhém kole PCR. Vzorky této velikosti se vyiiznou a umisti do mikroodstiedivkové zkumavky
o objemu 1,5 ml. DNA obsazend v prouZcich gelu se purifikuje pomoci systému ,Promega Wizard® SV Gel and
PCR clean-Up System*, a to podle pokynil vyrobce. Provede se odhad koncentrace DNA pomoci piistroje Nano
Drop. Pokud se purifikovand DNA nepouzije okamzité, zmrazi se na — 20 °C.

7. Sekvenovini produkti PCR

DNA se sekvenuje za pouziti sady Big Dye Terminator v. 3.1 (spole¢nosti Applied Biosystems). Celkovy
objem pii kazdé reakci ¢inf 20 pl, konecné koncentrace pfitom tvoi Big Dye terminator (1 x), pufr na
sekvenovani (1 x), 10 pmol/ul pfimého nebo reverzniho primeru a 10 pl purifikované DNA (zfedéné na
piiblizné 10 ngful), pficemz reakce probihd na termocykleru DNA Engine Tetrad 2 s Peltierovymi ¢ldnky (nebo
obdobném zafizeni) za téchto podminek cyklovani: 30 sekund pfi 94 °C, 10 sekund pii 96 °C, 10 sekund pii
50 °C a Ctyfi minuty pfi 60 °C, pficemz u poslednich tif krokd probiha cyklovani 30krat.
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Produkty PCR se vysrdzi sodno-acetdtovou metodou: 20 ul DNA se pfidd do 10 pl NaAc, 70 ul H,0 a 250 pl
etanolu, ndsledné se vortexuje a odstfeduje pti 13 000 otdckich za minutu po dobu 20 minut, supernatant se
odstrani a peleta se opldchne 200 pl absolutniho etanolu, pficemz se odstieduje pfi 13 000 otickdch za minutu
po dobu péti minut. Peleta se ndsledné su$i pét minut pfi 37 °C. K peletdim se pfidd dvacet 25 pl Hi-Di
formamidu, vSe se na dvé minuty zahfeje na 95 °C a diikladné vortexuje. Vzorky se sekvenuji pomoci analyzéru
ABI3130x] Avant Genetic podle pokyni vyrobce. Vysledky sekvenovani se analyzuji softwarem Sequencher,
pfi¢emz sekvence se porovnaji se sekvencemi v databazi NCBI pomoci algoritmu BLAST.
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