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KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUTNING
af 5. februar 1996

om @ndring af beslutning 92/532/EQF om fastleggelse af proveudtagningsme-
toder og diagnosticeringsmetoder til pavisning og bekreftelse af bestemte fiske-
sygdomme

(Tekst af betydning for EOS)

(96/240/EF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPZISKE
FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det
Europziske Fallesskab,

under henvisning til Radets direktiv 91/67/EQF af 28.
januar 1991 om dyresundhedsmaessige betingelser for
afsetning af akvakulturdyr og -produkter ('), senest ndret
ved direktiv 95/22/EF (3, serlig artikel 15, og

ud fra felgende betragtninger:

Preveudtagningsplanerne og diagnosticeringsmetoderne
til pavisning og bekrzftelse af bestemte fiskesygdomme er
fastlagt i Kommissionens beslutning 92/532/EOF (%)

siden ovennavnte beslutning blev vedtaget, har der fundet
ny praktisk og videnskabelig udvikling sted, som kraver,
at proveudtagningsplaner og diagnosticeringsmetoder
bliver andret;

ajourferingen vedrerer prevesterrelse, hvilke prever der
skal tages, transport af preverne samt metoden til
isolering af virus, der matte vaere til stede i proven;

Den Videnskabelige Veterinerkomité, oprettet ved
Kommissionens beslutning 81/651/EQDF (), er blevet hert;

(") EFT nr. L 46 af 19. 2. 1991, s. 1.

() EFT nr. L 243 af 11. 10. 1995, s. 1.
() EFT nr. L 337 af 21. 11. 1992, s. 18.
() EFT nr. L 233 af 19. 8. 1981, s. 32.

de i denne beslutning fastsatte foranstaltninger er i over-
ensstemmelse med udtalelse fra Den Stdende Veteriner-
komité —

VEDTAGET FOLGENDE BESLUTNING:

Artikel 1

Bilaget til beslutning 92/53/EQF erstattes af bilaget til
denne beslutning.

Artikel 2

Denne beslutning er rettet til mediemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 5. februar 1996.

P Kommissionens vegne
Franz FISCHLER

Medlem af Kommissionen
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BILAG
DEL 1

METODER TIL UDTAGNING OG ANALYSE AF PROVER FOR VHS OG IHN-OVERVAG-

NING

I. Analyseprever

1. Provetagningstidspunk:t

Brugene kontrolleres klinisk mindst to gange om &ret i perioden fra oktober til juni, eller nar vandtempe-
raturen er under 14 °C. Der skal gd mindst fire méneder mellem kontrolbesogene. Alle produktionsen-
heder (damme, tanke, akvarier, netbure m.v.) kontrolleres for tilstedevaerelse af dede og svage fisk eller fisk
med unormal adfeerd. Opmearksomheden skal i serdeleshed vaere henledt pa vandudledningsomridet
(hvis det kan lade sig gore), hvor de svage fisk har tendens til at samles pa grund af vandstremmen.

. Udveelgelse og indsamling af praver

Der indsamles 30 til 150 fisk og/eller ovarievaeskepraver til undersagelse i forbindelse med kontrolbesag,
jf. tabel 1. Hvis der er regnbuesrred til stede, skal fisk af den art udgere hele preven. Hvis der ikke er
regnbuesgrred til stede, skal preven indeholde fisk af alle andre tilstedeveerende arter, som er modtagelige
for VHS og/eller IHN som anfert i bilag A til Radets direktiv 91/67/EQF om dyresundhedsmessige
betingelser for afstning af akvakulturdyr og -produkter. Arterne skal vare ligeligt reprasenteret i proven.
1 de forste to ar af den indledende firedrs kontrolperiode, der gir forud for opndelsen af status som
godkendt, er provestarrelsen 150 for at sikre, at virusbzrere med en forekomst pi 2 % pavises med en
konfidens pa 95 %, undtagen for laksefarme uden gyldebestand i kystzoner, hvor pravesterrelsen er 30. I
de sidste to ar af kontrolperioden kan prevestorrelsen nedszttes til 30 for at sikre pavisning med en konfi-
dens pa 95 % ved en forekomst pd 10 %. I de felgende ar (opretholdelse af status som godkendt) kan
provestarrelsen ligeledes nedsattes til 30.

P4 brug med dokumentation for mindst fire ars frihed for VHS og IHN (baseret pi et regulert officielt
sundhedskontrolprogram) kan den lille pravestsrrelse ogsa anvendes i hele den indledende firearige
kontrolperiode.

Ved benyttelse af mere end én vandkilde til fiskeproduktion skal der medtages fisk fra alle vandkilder i
proven pi 150 eller 30 fisk. Hvis der forekommer svage fisk, fisk med unormal adferd eller nyligt dede
fisk (som ikke er giet i oplesning), skal disse forst og fremmest medtages i proven. Hvis der ikke fore-
kommer sidanne fisk, skal preven sammenszattes af normalt udseende, sunde fisk, der indsamles pa en
sddan made, at alle dele af bruget og alle drgange er proportionalt repraesenteret i proven.

. Forberedelse og forsendelse af fiskepraver

Inden preverne sendes eller overfores til laboratoriet, fiernes stykker af de organer, som skal underseges,
fra fisken med steril saks og pincet og overfares til plastrer indeholdende transportvaske, dvs. cellekultur-
vaeske med 10 % kalveserum og antibiotika. En kombination af 200 i.e. penicillin, 200 pg streptomycin,
200 pg kanamycin pr. ml kan anbefales, men andre effektive antibiotika kan ogsé anvendes. Det vavsma-
teriale, som skal underseges, er milt og forreste nyre tillige med enten hjerte eller hjerne. I nogle tilflde
skal ovarieveesken underseges (tabel 1A).

Ovarievaeske eller stykker af organerne fra ti fisk (Tabel 1) kan indsamles i et 10 ml plastrer indeholdende
4 ml transportvaeske og udgere en samleprove. Vavet i hver preve ber veje mindst 0,5 g.

Rerene anbringes i isolerede beholdere (f.eks. tykvaeggede polystyrenzsker) sammen med tilstrekkeligt
med is eller »fryseblokkes til at sikre, at preverne holdes nedkelet pa mellem 0 og 5 °C under transport til
laboratoriet. Frysning skal undgis. En preves temperatur under forsendelsen ber aldrig overstige 10 °C, og
der ber stadig findes is i transportkassen ved dens ankomst.

Den virologiske undersagelse skal pibegyndes snarest muligt og inden 48 timer efter indsamlingen af
preverne eller i undtagelsestilfzlde inden 72 timer efter indsamlingen af det materiale, der skal underse-
ges, nir det er beskyttet af transportvaske, og temperaturkravene under transport kan opfyldes (1.1.3, stk.

3).

Der kan sendes hele fisk til laboratoriet, hvis temperaturkravene under transport kan opfyldes. Hele fisk
kan indpakkes i vandsugende papir og derefter forsendes i en plastpose, der er kelet som nzvnt ovenfor.

Der kan ogsd forsendes levende fisk.
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4. Indsamling af supplerende materiale til diagnosticering

Efter aftale med det pagzldende diagnostiske laboratorium kan ogsé andet fiskevaev indsamles og forbe-
redes til supplerende undersegelser.

II. Forberedelse af prever til virologisk undersogelse

. Homogenisering af organer

Pé laboratoriet skal vavet i rerene homogeniseres fuldstendigt (med stomacher, blender eller morter og
stader) og derefter opslemmes i den oprindelige transportveeske. Hvis preven bestar af hele fisk, dvs. fisk
pé under 6 cm, klippes de i stykker med steril saks efter fjernelse af kroppen bag gatdbningen, homogeni-
seres som beskrevet ovenfor og opslemmes i transportvaske. Det endelige forhold mellem vavsmateriale
og transportvaske skal justeres til 1:10.

. Centrifugering af homogenatet

Homogenatet centrifugeres i en kelecentrifuge ved 2-5°C og 2 000-4000 x g i 15 minutter, hvorefter
supernatanten opsamles og behandles i 4 timer ved 15 °C eller natten over ved 4 °C med antibiotika,
feks. kan gentamicin 1 mg/ml vare nyttig pa dette trin.

Hvis preven er forsendt i transportvaeske (dvs. tilsat antibiotika), kan behandling af supernatanten med
antibiotika udelades.

Formélet med antibiotikabehandlingen er at undgd bakterieforurening af preverne og overflediggere
filtrering gennem membranfiltre.

Hvis den opsamlede supernatant opbevares ved —80 °C inden for 48 timer efter prevetagningen, kan den
optes og genanvendes til virologisk undersogelse, dog hejst én gang.

hvis der opstar praktiske vanskeligheder (f.eks. at varmeskabet svigter, eller der er problemer med cellekul-
turer), som ger det umuligt at pode celler inden for 48 timer efter indsamlingen af vavspreverne, kan
supernatanten fryses ved —80 °C, og den virologiske undersegelse foretages inden for 14 dage.

Inden supernatanten podes pé cellerne, blandes den med en tilsvarende mengde passende fortyndet pool
af antiserum mod de hjemlige serotyper af IPN-virus og inkuberes hermed i mindst 1 time ved 15°C
eller i hejst 18 timer ved 4 °C. Antiserumtiteren skal veere mindst 1/2 000 i en 50 % pladeneutraliserings-

prave.

Formalet med at behandle alle podestoffer med antiserum mod IPN-virus (et virus, som i nogle dele af
Europa forekommer i 50 % af alle fiskepraver) er at hindre, at der udvikles CPE som felge af IPN-virus i
podede cellekulturer. Det vil mindske varigheden af de virologiske undersagelser og antallet af tilfzlde,
hvor forekomst af CPE ellers matte opfattes som en potentiel indikation af VHS eller ITHN.

Nir preverne kommer fra produktionsenheder, der anses for at vaere fri for IPN, kan behandling af pode-
stoffer med antiserum mod IPN-virus undlades.

III. Virologisk undersoagelse

. Cellekulturer og -veesker

BF-2 eller RTG-2 og enten EPC- eller FHM-celler dyrkes ved 20-30 °C i en passende veaske, f.eks. Eagle’s
MEM (eller modifikationer heraf), tilsat 10 % fatalt bovint serum og antibiotika i standardkoncentrationer.

Nér cellerne dyrkes i lukkede glas, anbefales det at benytte bicarbonat som buffer til vasken. Til den
vaeske, der anvendes til dyrkning af celler i dbne enheder, kan Tris-HCI (23 mM) og Na-bicarbonat (6
mM) benyttes som buffer.

Cellekulturer, der skal anvendes til podning med vavsmateriale, ber vere unge (4-48 timer) og vere i
aktiv vekst (ikke sammenflydende) pad podningstidspunktet.

. Podning af cellekulturer

En antibiotikabehandlet organopslemning podes pé cellekulturer i to fortyndinger, dvs. primeerfortyn-
dingen og derudover en tifoldsfortynding heraf, s der fremkommer slutoplasninger af veevsmateriale i
cellekulturvaeske pd henholdsvis 1: 100 og 1:1 000 (for at hindre homolog interferens). Mindst to celle-
linjer skal podes (jf. II1.1). Forholdet mellem podestoffets og cellekulturmediets rumfang ber vare ca.

1:10.

For hver fortynding og hver cellelinje anvendes et celleomrade pd mindst ca. 2 cm? svarende til et hul pa
en cellekulturplade med 24 huller. Det anbefales at benytte cellekulturplader, men andre enheder med

tilsvarende eller starre vaekstareal kan ogsd accepteres.
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3. Inkubation af cellekulturer

Podede cellekulturer inkuberes ved 15 °C i 7-10 degn. Hvis cellekulturvaesken sndrer farve fra red til gul,
som er tegn pa forurening af vasken, skal pH-verdien justeres med steril bicarbonatoplesning eller tilsva-
rende stoffer for at sikre, at cellematerialet lader sig inficere med virus.

Der gennemferes hver sjette maned titrering af frosne lagre af VHS- og IHN-virus for at sikre, at cellekul-
turerne lader sig idenficere.

. Mikroskopi

Podede cellekulturer underseges dagligt for forekomst af CPE ved ca. 40 ganges forsterrelse. Hvis der
konstateres tydelig CPE, skal der omgéende iverksattes virusidentificeringsmetoder som beskrevet i afsnit
Iv.

. Dyrkning af subkulturer

Er der ingen udvikling af CPE efter primerinkuberingen i 7-10 degn, gennemferes der dyrkning af
subkulturer med friske cellekulturer pa et celleareal af samme sterrelse som primerkulturens.

Mzngder af vasken (supernatanten) fra alle kulturer/huller, som udger primeerkulturen, samles pr. celle-
linje 7-10 degn efter podningen og podes pd homologe cellekulturer, der er ufortyndet eller i tifoldsfor-
tyndinger (som giver slutfortyndinger af supernatanten pa henholdsvis 1: 10 og 1:100) som beskrevet i
LIIL2. Inden podningen kan der foretages en inkubation af fortyndingerne med antiserum mod IPN-virus
i passende fortynding som beskrevet i LIL2.

De podede kulturer inkuberes derefter i 7-10 degn ved 15°C og observeres som beskrevet i II1.4.

Hvis den forekommer toksisk CPE i lebet af de ferste 3 inkubationsdegn, kan der dyrkes subkulturer pa
det stadium, men cellerne skal i sa fald inkuberes i 7 degn og dyrkes i subkultur igen med yderligere 7
degns inkubation. Hvis den udvikler sig toksisk CPE efter 3 degns forleb, kan cellerne passeres en gang
og inkuberes, siledes at man kommer op pé de i alt 14 degn fra primzrpodningen. Der bar ikke veere
noget tegn pa toksicitet i de sidste 7 inkubationsdegn.

IV. Virusidentificeing

. Virusidentificeringspraver

Hvis der er konstateret tegn pd CPE i en cellekultur, indsamles vaesken (supernatanten) og undersages
efter en eller flere af felgende metoder: neutralisation, immunfluorescens (IF) eller ELISA.

Hvis preverne ikke har gjort det muligt at identificere virus med sikkerhed i lebet af en uge, skal virus
overfores til et nationalt referencelaboratorium for fiskesygdomme eller til EF-referencelaboratoriet for
fiskesygdomme til ejeblikkelig identificering.

Immunreagenser, der benyttes til virusidentificering, skal veere af referencekvalitet og godkendt af det
nationale laboratorium for fiskesygdomme med hensyn til titer og specificitet.

. Neutralisation

Cellerne fjernes fra den opsamlede veeske ved centrifugering (2 000-4 000 x g) eller membranfiltrering
(0,45 ug), og vaesken fortyndes 1:100 og 1:10 000 i cellekulturvaeske.

Mzengder af fortyndingerne blandes og inkuberes i 60 minutter ved 15 °C med lige dele af folgende
reagenser hver for sig:

— gruppespecifikt antistof mod VHS-virus (egtvedsygevirus) 1: 50 (')
— gruppespecifikt antistof mod IHN-virus (infektios hzmatopoietisk nekrosevirus) 1: 50 (")
— specifik pool af antiserum mod de hjemlige serotyper af IPN-virus (infekties pankreas-

nekrosevirus) (referencestammer Sp, Ab eller VR 299) 1: 50 (")
— vaeske 1:1

Der skal fra hver virus-serum-blanding podes mindst to cellekulturer med 50 pl hver, som derefter inku-

beres ved 15 °C. CPE-udviklingen kontrolleres som beskrevet i II1.4.

Andre neutralisationsprever, hvis effektivitet er godtgjort, kan anvendes.

(") Eller som angivet af referencelaboratoriet med hensyn til antiseraenes eventuelle cytotoksicitet.
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3. Immunofluorescens (IF)

Til identificering af hvert enkelt virusisolat udstryges der EPPC-celler pa mindst 8 dzkglas eller lignende
med en tethed, der giver ca. 60-90 % sammenflydning efter 24 timers dyrkning. Der vaelges EPC-celler
hertil, fordi de kleber sterkt til glasoverflader.

Nir cellerne har sat sig pa glasoverfladen (ca. 1 time efter udstrygningen), eller nar kulturerne er inkuberet
i indtil 24 timer, podes det virus, der skal identificeres. 4 kulturer podes i forholdet 1: 10 og 4 kulturer i

forholdet 1:100.

Mellem 20 og 30 timer efter podningen skylles kulturerne to gange i Eagle’s MEM uden serum, fikseres i
acetone og farves ved brug af et tolags-IFAT. Det forste reagenslag bestir af poly- eller monoklonale anti-
stoffer af referencekvalitet. Det andet reagenslag er et FITC-konjugeret antiserum mod immunglobulinet i
det forste lag. For hver af de testede antisera skal der farves mindst en hejdosis- og en lavdosispodet
kultur. Preven skal omfatte en passende negativ og positiv kontrol.

De farvede kulturer prapareres med glycerolsaltoplesning. De underseges under indfaldende UV-lys. Der
anvendes okularer, som forstarrer 10 eller 12 gange og objektiver pa 25 eller 40 gange med en blende pi
henholdsvis <0,7 og 1,3.

Nogle stammer af egtvedsygevirus reagerer kraftigt med antiserum mod referencestamme F1 ved IFAT,
selvom de ikke reagerer i neutralisationsprever.

Ovenstiende IF-metode er anfert som eksempel. Andre IF-metoder (mht. cellekulturer, fiksering og anti-
stoffer af referencekvalitet), hvis effektivitet er godkendt, kan anvendes.

. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Hullerne i mikrotiterplader (f.eks. Nunc-immunplader, Maxisorp, Nunc, Denmark) dekkes natten over
med anbefalede fortyndinger af protein-A-rensede immunglobulinfraktioner af antistoffer af referencekva-

litet.

Efter skylning af hullerne med PBS-Tween-20 buffer tilszttes det virus, der skal identificeres, til hullerne i
to- eller firefoldsfortyndinger og henstir til reaktion med antistofbeleegningen i 60 minutter ved 37 °C.
Efter skylning med PBS-Tween-20 buffer tilszttes biotinylerede antistoffer af en specificitet svarende til
specificiteten af antistofbelaegningen og henstér til reaktion i 60 minutter ved 20 °C. Efter endnu en skyl-
ning som ovenfor tilsattes HRP-konjugeret streptavidin, som henstar til reaktion i 1 time ved 20 °C. Efter
en sidste skylning geres bundet enzym synligt ved anvendelse af passende ELISA-substrater (OPD eller

andre).

Ovennazvnte biotin-/avidinbaserede ELISA-version gives som et eksempel. Der kan anvendes andre effek-
tive ELISA-versioner i stedet.
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Tabel 1 A
Opnaelse af status
Fisk i vaekst: ... Gydebestande:
Antal kliniske Undersagelse Undersagelse af
undersegelser om aret — af organer — ovarieveske —
rlog2 antal fisk — antal fisk —
ar 1 og 2 ar 1 og 2
Kontinentalzoner
a) Brug med gydebestand 2 120 (1. undersegelse) (") 30 (1. undersegelse)
150 (2. undersegelse) 0
b) Brug med udelukkende gydebestand 2 0 150 (1. eller 2. underse-
gelse)
¢} Brug uden gydebestand 2 150 (1. og 2. undersagelse) | 0
Kystzoner
a) Laksebrug uden gydebestand 30 (1. og 2. undersagelse) | 0
b) Ikke-laksebrug uden gydebestand 150 (1. og 2. underssgelse) | 0
¢) Brug med gydebestand 120 (1. undersagelse) 30 (1. undersagelse)
150 (2. undersogelse) 0
Antal kliniske lfJndersragelse Undersegelse af
undersogelser om &ret — al organer — ovarievaeske —
r3op 4 antal fisk — antal fisk —
8 ir 3 og 4 ir 3 og 4
Kontinentalzoner
a) Brug med gydebestand 2 20 (1. eller 2. underse- | 10 (1. eller 2. undersegelse)
gelse)
b) Brug med udelukkende gydebestand 2 0 30 (1. eller 2. undersogelse)
¢} Brug uden gydebestand 30 (1. eller 2. underse- | 0
gelse)
Kystzoner
a) Brug uden gydebestand 2 30 (1. eller 2. underse- | 0
gelse)
b) Brug med gydebestand 2 20 (1. eller 2. underse- | 10 (1. eller 2. undersagelse)
gelse)

Maksimalt antal fisk pr. samleprave: 10.

() Kliniske undersegelser.
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Tabel 1 B

Bevarelse af status

Antal kliniske
undersegelser om édret

Fisk i vekst:
Undersagelse
af organer —
antal fisk (*)

Gydebestande:

Undersegelse af

ovarieveske —
antal fisk (')

Kontinentalzoner:

a) Brug med gydebestand
b) Brug med udelukkende gydebestand

c) Brug uden gydebestand

Kystzoner
a) Brug uden gydebestand
b) Brug med gydebestand

20 (1.

gelse)
0

30 (1.

gelse)

30)

20 (1.

gelse)

eller 2. underse-

eller 2. underse-

eller 2. underse-

10 (1. eller 2. underse-
gelse (3

30 (1. eller 2. underse-
gelse) ()

0

0

10 (1. eller 2. underse-
gelse) (%)

Maksimalt antal fisk pr. samleprave: 10.

(') Der skal kun indsamles prever fra 50 % af fiskebrugene i zonen efter tur hvert &r.

(9 Hvis det er umuligt at fi ovarievaeske, kan organer i undtagelsestilfzlde proves i stedet.
() Proverne skal indsamles tidligst 3 uger efter overforsel af fisk fra ferskvand til saltvand.
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DEL 11

DIAGNOSTICERINGSMETODER TIL BEKRZZEFTELSE AF IHN OG VHS VED MISTANKE
OM UDBRUD

IHN og VHS kan diagnosticeres efter en af folgende metoder:

— A. Konventionel virusisolering med efterfalgende serologisk virusidentificering
— B. Virusisolering med samtidig serologisk virusidentifikation

— C. Andre diagnosticeringsmetoder (IFAT, ELISA).

Den forste diagnosticering af IHN og VHS pa brug i godkendte zoner mé ikke baseres pd metode C alene.
Metode A eller B skal ogsd benyttes.

Det vevsmateriale, der skal underkastes virologisk undersegelse, kan i nogle tilfzlde skulle ledsages af
supplerende materiale til bakteriologisk, parasitologisk, histologisk eller anden undersegelse, for at der kan
stilles en differentialdiagnose. Materialet ber indsamles efter de af IOE angivne metoder.

II.A. Konventionel virusisolering med efterfalgende serologisk virusidentificering

ILALL.  Udvelgelse af prever
Der udvelges mindst 10 fisk med typiske symptomer pd IHN eller VHS til undersagelse.

ILAL2.  Forberedelse og forsendelse af fiskepraver
Som LIL3.

ILAL3. Indsamling af supplerende materiale til diagnosticering
Som 1.14.

ILAII Forberedelse af prover til virologisk undersogelse
Som LIL

ILAIIL  Virologisk undersegelse
Som LIII, undtagen at der kan benyttes enten BF-2 eller RTG-2 og enten EPC- eller FHM-celler
til podning med vavsmateriale.

LAIV  Virusidentificering
Som LIV.

IL.B. Virusisolering med samtidig serologisk virusidentificering .

ILB.L1.  Udvelgelse af prever
Som ILAILL

ILB.1.2.  Forberedelse og forsendelse af fiskeprover
" Som LL3.

ILB.13. Indsamling af supplerende diagnostisk materiale
Som L14.

ILB.IL1. Homogenisering af organer
Som LIL1.

ILB.IL.2. Centrifugering af homogenatet
Som LIL2.

ILBIL3. Behandling af supernatanten med diagnostiske antisera

Organopslemningen, der er behandlet med antibiotika og anti-IPN, fortyndes 1: 10 og 1: 10 000 i
cellekulturvaeske, og mengder blandes og inkuberes 1 60 minutter ved 15 °C med lige dele af de i
LIV.2 navnte reagenser.
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ILB.IIL1.

ILB.IIL2.

ILB.IIL3.

ILB.IIL4.

ILB.IILS.

Cellekulturer og -vesker

BF-2 eller RTG-2 og enten EPC eller FHM-celler dyrkes ved 20-30 °C i en passende veske, f.eks.
Eagle’s MEM (eller modifikationer heraf), tilsat 10 % fotalt bovint serum og antibiotika i standard-
koncentrationer.

Nar cellerne dyrkes i lukkede glas, anbefales det at benytte bicarbonat som buffer til vaesken. Til
den vaske, der anvendes til dyrkning af celler i 4bne enheder, kan Tris-HCI (23 mM) og Na-bicar-
bonat (6 mM) benyttes som buffer. pH-veerdien skal ligge sd tzt som muligt pi 7,6.

Cellekulturer, der skal anvendes til podning med vavsmateriale, bar vere unge (4-48 timer) og
vaere i aktiv vaekst (ikke sammenflydende) pa podningstidspunktet.

Podning af cellekulturer

Fra hver virus-/serumblanding (tilberedt efter II.B.IL.3) podes mindst 2 cellekulturer pr. cellelinje
med 50 ul hver.

Inkubering af cellekulturer

Som LIIL3.

Mikroskopi

Podede cellekulturer underseges dagligt for forekomst af CPE ved ca. 40 ganges forsterrelse. Hvis
et af de benyttede antisera forhindrer udvikling af CPE, anses virus for identificeret.

Hvis ingen af antiseraene forhindrer udvikling af CPE, skal en af identificeringsmetoderne i LIV
benyttes.

Dyrkning af subkulturer

Hvis der ikke er nogen udvikling af CPE efter 7 degn, skal der dyrkes subkulturer ud fra kulturer
podet med supernatanten plus vaske (ILB.IL3) efter LIILS.

I.C. Andre diagnosticeringsmetoder

Supernatant som beskrevet i ILA.IL2 kan analyseres ved IFAT eller ELISA efter henholdsvis ILA.IV.3 eller
ILa.IV.4. Disse hurtigmetoder skal suppleres med en virologisk undersggelse efter enten A eller B inden for
48 timer efter preveudtagningen, hvis

a) reaktionen er negativ, eller

b) reaktionen er positiv med materiale fra forste tilfelde af IHN eller VHS i godkendte zoner.

Vaevsmateriale kan analyseres efter andre diagnosticeringsmetoder sdsom IF pé frosne sektioner eller immun-
histokemi pa formalinfikseret veevsmateriale. Disse metoder skal altid ledsages af podning af ufikseret vaevs-
materiale pa cellekulturer.
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BF-2
CPE
ELISA
EPC
FHM
FITC
HRP

IF

IFAT
IHN(V)
IPN(V)
MEM
OPD
PBS
RTG-2
Tris-HCI
VHS(V)

FORKORTELSER

bluegill-fibroblast (cellelinje)

cytopatisk effekt

enzyme-linked immunosorbent assay
Epithelioma papulosum cyprini (cellelinje)
fathead minnow (cellelinje)
fluoresceinisothiocyanat
peberrodsperoxidase

immunfluorescens

indirekte fluorescent antistoftest
infekties hamatopoietisk nekrose (virus)
infektios pankreasnekrose (virus)
mindste essentielle veske
ortophenyldiamin

fosfatbufferet saltoplesning
regnbuesrredgonade (cellelinje)
tris(hydroxymethyl)aminomethan — HCI
egtvedsyge (virus)



