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(Ikke-lovgivningsmeessige retsakter)

FORORDNINGER

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) Nr. 175/2010

af 2. marts 2010

om gennemforelse af Ridets direktiv 2006/88/EF for si vidt angdr foranstaltninger til bekaeempelse af
oget dedelighed hos esters af arten Crassostrea gigas i tilfeelde af pavisning af ostreid herpesvirus 1
pvar (OsHV-1 pvar)

(E@S-relevant tekst)

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —

under henvisning til traktaten om Den Europaiske Unions
funktionsmade,

under henvisning til Rédets direktiv 2006/88/EF af 24. oktober
2006 om dyresundhedsbestemmelser for akvakulturdyr og
produkter deraf og om forebyggelse og bekaempelse af visse
sygdomme hos vanddyr ('), sarlig artikel 41, stk. 3, og
artikel 61, stk. 3, og

ud fra folgende betragtninger:

1)

(4)

Ved direktiv 2006/88/EF er der fastsat dyresundheds-
bestemmelser for markedsforing af akvakulturdyr og
produkter deraf. Desuden fastsattes de minimumsfore-
byggelsesforanstaltninger, der skal anvendes ved mistanke
om eller udbrud af visse vanddyrssygdomme.

I direktivets artikel 41 hedder det, at medlemsstater skal
treeffe relevante foranstaltninger for at fa situationer med
nye sygdomme under kontrol og hindre sygdommen i at
spredes. 1 tilfelde af en ny sygdomssituation underretter
den berorte medlemsstat hurtigst muligt de eovrige
medlemsstater, Kommissionen og EFTA-landene herom,
hvis oplysningerne har epidemiologisk betydning for en
anden medlemsstat.

@get dedelighed hos esters af arten Crassostrea gigas blev
pavist i forskellige omrdder i Frankrig og Irland sidst pa
fordret og i sommeren 2008. Det blev tilskrevet en
kombination af negative miljefaktorer, forekomst af
bakterier af slagten Vibrio og tilstedeveerelse af ostreid
herpesvirus 1 (OsHV-1), herunder OsHV-1 pvar, som er
en nyligt beskrevet genotype af dette virus.

De franske myndigheder underrettede Kommissionen,
medlemsstaterne og EFTA-landene om situationen og
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de foranstaltninger, der blev truffet i august 2008, og i
september 2008 blev Den Stdende Komité for Fedevare-
kaden og Dyresundhed underrettet om sagen.

I fordret 2009 blev der i Frankrig, Irland og pa Kanale-
erne pavist gget dedelighed, som kunne henfores til den
samme kombination af faktorer. Arsagen til dedeligheden
er endnu usikker, men epidemiologiske undersegelser,
der i 2009 blev gennemfert i Irland og Det Forenede
Kongerige, tyder pd, at OsHV-1 pvar spiller en vigtig
rolle.

De kompetente myndigheder i disse medlemsstater og pa
Kanalgerne underrettede Kommissionen om  situationen
og de trufne foranstaltninger, og Den Stdende Komité
for Fedevarekaden og Dyresundhed blev underrettet
om sagen flere gange.

De foranstaltninger mod spredning af sygdom, som de
kompetente myndigheder i de pagaldende medlemsstater
og pa Kanaleerne traf for at bringe den nye sygdoms-
situation under kontrol, gik ferst og fremmest ud pa at
begrense flytning af Crassostrea gigas ud af de omrader,
som var berort af gget dedelighed.

Pd baggrund af fornyet forekomst af sygdommen i 2009
med risiko for, at den igen vil optrade og sprede sig
yderligere i fordret og sommeren 2010, og i lyset af de
hidtidige erfaringer er det hensigtsmassigt og nedvendigt
at udvide de foranstaltninger, som de bergrte medlems-
stater allerede har truffet.

For at sikre ensartet gennemforelse af kravene i direktiv
2006/88/EF for sd vidt angdr nye sygdomme og for at
sikre, at de trufne foranstaltninger giver tilstrackkelig
sikkerhed mod yderligere spredning, samtidig med at
der ikke indferes unedvendige restriktioner for flytning
af Crassostrea gigas, er det ngdvendigt at koordinere foran-
staltningerne for sa vidt angar denne nye sygdomssitua-
tion pd EU-plan.
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(10)  Nar de kompetente myndigheder modtager underretning
om, at der er pavist gget dedelighed hos Crassostrea gigas,
ber der udtages prover og gennemfores test for at pavise
eller udelukke forekomst af OsHV-1 pvar.

(11)  Nar forekomst af virusgenotypen OsHV-1 pvar er blevet
bekraftet, ber medlemsstaterne ivarksatte sygdoms-
bekampelsesforanstaltninger, herunder oprettelse af en
afspaerringszone. Ved fastleeggelsen af afsparringszonen
ber der tages hensyn til visse faktorer, der er fastsat i
denne forordning. Sygdomsbekempelsesforanstaltnin-
gerne ber fortsatte, indtil inspektioner har vist, at den
ogede dadelighed er ophert.

(12)  Der ber indferes restriktioner for flytning af Crassostrea
gigas ud af afsparringszonerne for at begranse risikoen
for, at sygdommen spredes. Der ber imidlertid fastsattes
visse undtagelser, hvis der er begrenset risiko for, at
sygdommen spredes. Disse undtagelser bergrer flytning
af visse Crassostrea gigas, som er bestemt til opdreet eller
genudleegningsomrader i en anden afsparringszone eller
til konsum. For at sikre, at sendinger af Crassostrea gigas
bestemt til opdrat eller genudlegningsomrader kan
spores, ber de ledsages af et dyresundhedscertifikat. Certi-
fikatet ber udfaerdiges i overensstemmelse med de forkla-
rende bemerkninger i Kommissionens forordning (EF)
nr. 1251/2008 af 12. december 2008 om gennemfaorelse
af Radets direktiv 2006/88/EF for sd vidt angdr betin-
gelser og udstedelse af certifikat ved omsatning og
import til Fallesskabet af akvakulturdyr og produkter
deraf og om fastlaeeggelse af en liste over vektorarter (1).

(13) For at opnd mere viden om status for denne nye
sygdomssituation i EU og navnlig i medlemsstater og
segmenter, der endnu ikke er bergrt, og for at sikre
tidlig pévisning af enhver forekomst af OsHV-1 pvar
onsker nogle medlemsstater maske at indfere
programmer med malrettet proveudtagning og underse-
gelse med henblik pé tidlig pavisning af OsHV-1 pvar.
Crassostrea gigas med oprindelse i omrader, som har varet
omfattet af foranstaltninger mod spredning af sygdom i
2009 i overensstemmelse med nationale foranstaltninger
eller i 2010 i overensstemmelse med denne forordning,
bor omfattes af yderligere dyresundhedskrav, hvis de
tilfores medlemsstater eller segmenter med henblik pa
opdreat eller genudlegning, der er omfattet af et sidant
program, sd lenge OsHV-1 pvar ikke er pdvist i den
pagaldende medlemsstat eller i det pagaldende segment.

(14)  For at kunne sammenligne de data, der indsamles i
forskellige medlemsstater i forbindelse med programmer
for malrettet preveudtagning og testning med henblik pa
tidlig pévisning af OsHV-1 pvar, ber der fastsattes visse
krav til indholdet af sidanne programmer.

(15) Nojagtige og rettidige oplysninger om situationen med
hensyn til pavisning af OsHV-1 pvar i medlemsstaterne
er vasentligt for sikringen af effektiv kontrol med den
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nye sygdomssituation. Derfor ber medlemsstaterne
hurtigst muligt underrette Kommissionen og de @vrige
medlemsstater om det forste bekraftede tilfelde af
OsHV-1 pvar virus pd deres omrade i 2010.

(16) Endvidere ber man udnytte de internetbaserede infor-
mationssider, der er udarbejdet i overensstemmelse med
artikel 10 i Kommissionens beslutning 2009/177[EF af
31. oktober 2008 om gennemforelse af Radets direktiv
2006/88[EF for si vidt angdr overvdgnings- og udryddel-
sesprogrammer og status som sygdomsfri for medlems-
stater, zoner og segmenter (2).

(17)  For at sikre gennemsigtighed og rettidig adgang til rele-
vante oplysninger om den nye sygdomssituation ber
medlemsstaterne give Europa-Kommissionen og de
ovrige medlemsstater adgang til oplysninger om afspar-
ringszoner, omrader, som tidligere har veret omfattet af
foranstaltninger mod spredning af sygdom, men hvor det
er pavist, at OsHV-1 pvar ikke forekommer, og
programmer, der er indfert med henblik pa tidlig pavis-
ning af OsHV-1 pvar.

(18)  Da der stadig hersker stor usikkerhed med hensyn til den
nye sygdomssituation, ber foranstaltningerne i denne
forordning finde anvendelse indtil udgangen af december
2010.

(19)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstem-
melse med udtalelse fra Den Stiende Komité for Fadeva-
rekeeden og Dyresundhed —

VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1
Definition

I denne forordning forstds ved OsHV-1 pvar en genotype af
virusset Ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1), som defineres pa
basis af partielle sekventeringsdata, der viser en systematisk
deletion af 12 basepar i ORF 4 i genomet sammenlignet med
OsHV-1 (GenBank # AY509253).

Artikel 2

Proveudtagning, undersogelse og oprettelse af
afspaerringszoner

1. Pavises der oget dadelighed hos @sters af arten Crassostrea
gigas, skal den kompetente myndighed:

a) udtage prover i overensstemmelse med del A i bilag I
b) teste for forekomst af OsHV-1 pvar i overensstemmelse med

diagnosemetoderne i del B i bilag 1.
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2. Huvis resultaterne af testene som omhandlet i stk. 1, litra
b), viser forekomst af OsHV-1 pvar, opretter den kompetente
myndighed en afsparringszone. Denne zone defineres pa
grundlag af en analyse af de enkelte tilfelde under hensyntagen
til de faktorer, der pavirker risikoen for spredning af
sygdommen, jf. del C i bilag I.

3. Medlemsstaterne underretter hurtigst muligt Kommis-
sionen og de ovrige medlemsstater om den forste afspaerrings-
zone, der oprettes pd deres omrade i 2010.

Artikel 3

Bestemmelser vedrerende markedsforing af Crassostrea
gigas med oprindelse i en afsparringszone, jf. artikel 2

1. Crassostrea gigas med oprindelse i afspeaerringszoner, der er
oprettet i overensstemmelse med artikel 2, stk. 2, md ikke
flyttes ud af disse zoner.

2. Uanset stk. 1 kan sendinger af Crassostrea gigas flyttes ud af
afsparringszonen, hvis:

a) de er bestemt til en anden afsparringszone, der er oprettet i
overensstemmelse med artikel 2, stk. 2

=

de har oprindelse i en del af afspaerringszonen, herunder
klaekkerier, som ikke er berort af eget dedelighed, og

sendingen

i) har veret underkastet proveudtagning i overensstemmelse
med del A i bilag I, og

i) er blevet testet for forekomst af OsHV-1 pvar i overens-
stemmelse med diagnosemetoderne i del B i bilag I med
negativt resultat

¢) de er bestemt til videreforarbejdning, renseanlag, ekspedi-
tionscentre eller forarbejdningsvirksomheder for konsum,
som er udstyret med et system til spildevandsrensning, der
er valideret af den kompetente myndighed, og som

i) inaktiverer kappeberende vira, eller

ii) nedbringer risikoen for sygdomsoverforsel til naturlige
vandomrader til et acceptabelt niveau

&

de er bestemt til konsum og emballeret og market til dette
formal i overensstemmelse med Europa-Parlamentets og
Rédets forordning (EF) nr. 853/2004 (), og

i) ikke vil kunne overleve, hvis de genudsettes i det miljg,
de blev taget fra, eller

ii) er bestemt til videreforarbejdning uden midlertidig opla-
gring pé forarbejdningsstedet
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e) sendingerne eller produkter heraf er bestemt til konsum
uden videreforarbejdning, forudsat at de er emballeret i
detailsalgsemballage, der opfylder kravene til sddan embal-
lage i forordning (EF) nr. 853/2004.

3. De i stk. 2, litra a) og b), omhandlede sendinger, som er
bestemt til opdraet eller genudlegningsomrader, skal ledsages af
et dyresundhedscertifikat i overensstemmelse med modellen i
bilag II til denne forordning og de forklarende bemarkninger
i bilag V til Kommissionens forordning (EF) nr. 1251/2008.

Artikel 4
Ophaevelse af foranstaltningerne i artikel 2 og 3

Den kompetente myndighed kan ophave bekaempelsesfor-
anstaltningerne hvad angar de afsparringszoner, der er oprettet
i overensstemmelse med artikel 2, stk. 2, og de restriktioner for
markedsfering, der er fastsat i artikel 3, efter at den har fore-
taget to pd hinanden folgende inspektioner med 15 dages
mellemrum, der viser, at den egede dedelighed er ophert.

Artikel 5

Bestemmelser vedrorende markedsforing af Crassostrea

gigas med oprindelse i et segment, der tidligere har

vaeret omfattet af bekaempelsesforanstaltninger pa grund

af oget dedelighed hos Crassostrea gigas i forbindelse
med OsHV-1 pvar

1. Crassostrea gigas, der markedsferes, og som har oprindelse i
et segment, der har veret omfattet af foranstaltninger mod
spredning af sygdom i 2009 eller 2010 pé grund af oget dede-
lighed hos Crassostrea gigas i forbindelse med OsHV-1 pvar skal:

a) ledsages af et dyresundhedscertifikat, der er udferdiget i
overensstemmelse med modellen i bilag II til denne forord-
ning og de forklarende bemerkninger i bilag V til forordning
(EF) nr. 1251/2008, hvis dyrene:

i) er bestemt til medlemsstater eller segmenter, som har
indfert et program for tidlig pavisning af OsHV-1 pvar,
og hvor OsHV-1 pvar ikke er pévist, og

ii) er bestemt til opdrat eller genudlegningsomrader

b) have oprindelse i et segment, hvor det ved proveudtagning
og testning, der er foretaget i overensstemmelse med del A i
bilag I, er pavist, at OsHV-1 pVar ikke forekommer, og

¢) opfylde de dyresundhedsmassige krav i henhold til standard-
certifikatet, jf. litra a).

2. Et program for tidlig pavisning af OsHV-1 pvar, jf. stk. 1,
litra a), nr. i), skal opfylde folgende krav:

a) Der skal forelegges en erklering vedrerende programmet for
Den Stdende Komité for Fadevarekaeden og Dyresundhed.
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b) Denne erklering skal vare i overensstemmelse med punkt 1,
5.1, 5.2, 5.3, 5.5, 5.9, 6 og 7 i blanketten i bilag II til
beslutning 2009/177 [EF.

¢) Programmet skal omfatte:
i) preveudtagning i overensstemmelse med del A i bilag I

ii) testning for forekomst af OsHV-1 pvar i overensstem-
melse med diagnosemetoderne i del B i bilag L.

3. Stk. 1 finder anvendelse en uge fra datoen for det mode i
Den Stdende Komité for Fodevarekaeden og Dyresundhed, hvor
erkleringen vedregrende det i stk. 1, litra a), nr. i), omhandlede
program blev forelagt.

Artikel 6
Den internetbaserede informationsside

1. Medlemsstaterne giver Kommissionen og de gvrige
medlemsstater adgang til:

a) en liste over afspaerringszoner og de faktorer, der er taget
hensyn til ved fastleggelsen af sddanne omrdder, med en
beskrivelse af den geografiske afgransning af det relevante
omrade, der er oprettet i overensstemmelse med artikel 2,
stk. 2

b) en liste over segmenter med en beskrivelse af den geografiske
afgraensning af det relevante omrade

i) som har varet omfattet af foranstaltninger mod spred-
ning af sygdom pd grund af eget dedelighed hos Cras-
sostrea gigas i forbindelse med OsHV-1 pvar

ii) hvor der ved testning foretaget i overensstemmelse med
del A og B i bilag I af prever, der er udtaget i afspaerrings-
zonen, ikke er pavist OsHV-1 pvar

¢) erkleringer vedrgrende programmer, som er omhandlet i
artikel 5, stk. 2, med en beskrivelse af det relevante
omrades geografiske afgreensning.

2. Oplysningerne omhandlet i stk. 1 skal ajourfores og geres
tilgaengelige pd de internetbaserede informationssider, der er
oprettet i overensstemmelse med artikel 10 i beslutning
2009/177|EF.

Artikel 7
Rapportering

Medlemsstaterne forelaegger senest den 1. oktober 2010
Kommissionen en rapport om de programmer, der er forelagt
erkleeringer for, jf. artikel 5, stk. 2.

Rapporten skal vere udformet i overensstemmelse med blan-
ketten i bilag VI til beslutning 2009/177/EF.

Artikel 8
Ikrafttreeden og anvendelse

Denne forordning traeder i kraft pd tredjedagen efter offentlig-
gorelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Den anvendes fra den 15. marts 2010 til den 31. december
2010.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og galder umiddelbart i hver medlemsstat.

Udfardiget i Bruxelles, den 2. marts 2010.

Pi Kommissionens vegne
José Manuel BARROSO
Formand
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BILAG I

DEL A

Preveudtagning

1. Proveudtagning med henblik pd anvendelsen af artikel 2

Proveudtagning som omhandlet i artikel 2 omfatter mindst 12 Crassostrea gigas. Til proverne udvalges svage dyr,
dyr med &bne skaller eller nyligt dede dyr (som ikke er gdet i oplesning), og de indsamles fra det segment, hvor
dedeligheden er konstateret.

2. Proveudtagning med henblik pd anvendelsen af artikel 3, stk. 2, litra b), artikel 5, stk. 1, litra b), og artikel 5, stk. 2

a)

=

o

Proveudtagning med henblik pé artikel 3, stk. 2, litra b), omfatter:

i) for sd vidt angdr larver, fem samleprover pd mindst 50 mg hele dyr indsamlet mellem 4 og 8 dage efter
befrugtning, inklusive skaller, pr. sending

i) for s& vidt angdr yngel under 6 mm, 30 samleprover pd 300 mg hele dyr, inklusive skaller, pr. sending

iii) for sd vidt angdr esters over 6 mm, 150 dyr pr. sending.

Ved udvalgelsen af disse dyr skal alle dele af sendingen vare forholdsmassigt reprasenteret i proven. Hvis der
forekommer svage dyr, dyr med abne skaller eller nyligt dede dyr, udvelges forst og fremmest disse dyr.

Proveudtagning med henblik pd anvendelsen af artikel 5, stk. 2, omfatter mindst 150 individer af Crassostrea
gigas pr. proveudtagningssted. Der udtages prover fra alle akvakulturbrug eller omrdder med opdrat af bleddyr i
medlemsstater eller segmenter, der er omfattet af programmet.

Proveudtagning med henblik pa anvendelsen af artikel 5, stk. 1, litra b, omfatter mindst 150 individer af
Crassostrea gigas pr. segment.

Der tages ved udvalgelsen af disse dyr hensyn til folgende kriterier:

— Hyis der forekommer svage dyr, dyr med &bne skaller eller nyligt dede dyr, udvelges forst og fremmest
disse dyr. Forekommer der ikke sddanne dyr, udvalges sunde bloddyr under 12 maneder.

— Ved udtagning af prever i akvakulturbrug, hvor der anvendes mere end én vandkilde til produktion, skal der
indgd dyr fra alle vandkilder i proven, siledes at alle dele af bruget er forholdsmaessigt reprasenteret i
proven.

— Ved udtagning af prover fra omrader med opdret af bleddyr skal preven omfatte dyr fra et tilstraekkeligt
antal proveudtagningssteder, mindst tre proveudtagningssteder, sdledes at alle dele af omrddet med opdrat
af bleddyr er repraesenteret i proven, herunder naturlige voksesteder i omradet med opdrat af bleddyr. De
vigtigste faktorer, der skal tages i betragtning ved udvelgelsen af disse proveudtagningssteder, er: tidligere
pavisning af OsHV-1 pvar i omradet, populationstathed, vandstremme, vanddybde og driftspraksis.

Den i artikel 5, stk. 2, omhandlede proveudtagning skal foretages i den periode af aret, hvor forekomsten af
OsHV-1 pvar i medlemsstaterne eller segmenterne vides at veare storst. Foreligger der ingen sidanne data, skal
proveudtagningen foretages lige efter den periode, hvor vandtemperaturen overstiger 16 °C, eller pa det tids-
punkt af dret, hvor temperaturen normalt ndr det drlige maksimum.

Den i artikel 5, stk. 1, litra b), omhandlede proveudtagning skal helst foretages pd den tid af aret, der er
beskrevet i litra ¢). Hvis prover samles uden for denne periode af aret, skal de indsamlede @sters opbevares pa
betingelser, der svarer til dem, der er beskrevet i litra c), i en for pavisning af OsHV-1 pvar hensigtsmassig
periode, for de undersoges.
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DEL B
Diagnosemetoder til pdvisning af OsHV-1 pvar
Anvendelsesomrade

Denne procedure er en diagnostisk standardmetode, der anvendes til pavisning og identifikation af OsHV-1 pvar
ved polymerasekadereaktion (i det folgende benavnt »PCR«). Den gor det muligt at skelne mellem OsHV-1 og
OsHV-1 pvar.

Laboratorierne kan for at optimere reaktionsbetingelserne og tage hensyn til laboratoriets udstyr og de vilkdr, der
gor sig geldende dér, eventuelt tilpasse de metoder, der er beskrevet i dette bilag, forudsat at samme sensitivitet og
specificitet kan pévises.

Definition

OsHV-1 pvar er defineret i artikel 1 i denne forordning.

Udstyr og miljebetingelser

Den diagnostiske test, der anvendes til pavisning og identifikation af OsHV-1 ved PCR, krever samme udstyr og
miljebetingelser, som normalt anvendes til PCR-analyser, dvs.:

— et lukket aftreeksskab, der er udstyret med et system til udsending af uv-straler for at eliminere eventuel
kontamination ved tilberedning af PCR-blanding

— to komplette pipettesat (2 pl, 20 pl, 200 pl og 1 000 pl), det forste sat er til dna-ekstraktion og det andet til
tilberedning af PCR-blanding

— tre forskellige pipetter: en pipette (2 pl) til overforsel af prever til PCR-blandingen, en pipette (20 pl) til EB-
proveudtagning og en pipette (20 pl) til loading af PCR-produkter pa agarosegel

— pipettespidser med filter (2 pl, 20 pl, 200 pl og 1 000 pl) til dna-ekstraktion, tilberedning af PCR-blanding og
overforsel af prover

— pipettespidser (20 pl) til indsamling af EB og loading af amplifikationsprodukterne pa agarosegel

— en termocykler til amplifikation

— et horisontalt elektroforesesystem til elektroforese af PCR-produkter

— et uv-bord til observation af PCR-produkter efter agarosegelelektroforese

— et system til billedtagning af gelen.

Personen, der udferer testen, skal bare en laboratoriekittel og handsker under alle de nedenfor beskrevne trin.
Kittel og handsker skal helst skiftes efter hvert hovedtrin: dna-ekstraktion, tilberedning af PCR-blanding, overforsel
af prover, amplifikation og loading pd gelen.

Det anbefales at gennemfore disse forskellige trin i forskellige rum. Navnlig bor gel-loading/elektroforese finde sted
i et andet rum end dna-ekstraktion, tilberedning af PCR-blanding og overfersel af dna.

Procedure

Forberedelse af proven

Levende eller nyligt dede osters (som ikke er gdet i oplesning), som eventuelt tidligere har vearet nedfrosset,
klargores med henblik pé dna-ekstraktion.
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Praver behandles forskelligt athangigt af storrelsen:

a) for larver knuses samleprover pd 50 mg hele dyr (inklusive skal) med 200 pl destilleret vand og centrifugeres

ved 1000g i 1 minut

b) for yngel pd hejst 6 mm knuses samleprover pa 300 mg hele dyr (inklusive skal) med 1 200 pl destilleret vand

og centrifugeres ved 1 000 g i 1 minut

¢) for yngel mellem 6 og 15 mm knuses alt bledt vav fra hvert enkelt dyr individuelt

d) for dyr over 15 mm isoleres dele af geller og kappe

Dna-ekstraktion foretages ved hjelp af QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) og ifelge instruktionerne for Tissue
Test Protocol.

Den videre klargering af proverne foretages i folgende rakkefolge:

1.

10.

11.

12.

100 pl supernatant for prever som ombhandlet i litra a) og b) eller 10 til 50 mg veav for prever som
omhandlet i litra ¢) og d) kommes i et 1,5 ml mikrocentrifugerer, og 180 pl buffer ATL tilsattes.

. Der tils@ttes 20 pl proteinase K, der vortexes og inkuberes ved 56 °C, indtil vavet er fuldsteendigt lyseret

(natten over). Der vortexes af og til under inkuberingen for at dispergere proven. 1,5 ml mikrocentrifugereret
centrifugeres kort for at fierne dréber fra lget.

. 200 pl buffer AL tilswttes proven, som pulsvortexes i 15 s. og inkuberes ved 70 °C i 10 minutter. 1,5 ml

mikrocentrifugereret centrifugeres kort for at fjerne drdber fra laget.

. 200 pl ethanol (96-100 %) tilsettes proven, og der pulsvortexes i 15 s. 1,5 ml mikrocentrifugereret centrifu-

geres kort for at fjerne draber fra laget.

. Blandingen fra trin 4 overferes til QIAamp-spinkolonnen (i et 2 ml opsamlingsrer) uden at gore kanten vad.

Laget lukkes, og der centrifugeres ved 10 000 rpm i 1 min. QIAamp-spinkolonnen placeres i et rent 2 ml
opsamlingsror (folger med kittet), og reret med filtratet kasseres.

. QIAamp-spinkolonnen abnes forsigtigt, og 500 pl buffer AW1 tilsettes uden at gere kanten vid. Laget lukkes,

og der centrifugeres ved 10 000 rpm i 1 min. QIAamp-spinkolonnen placeres i et rent 2 ml opsamlingsrer
(folger med Kkittet), og opsamlingsreret med filtratet kasseres.

. QIAamp-spinkolonnen &bnes forsigtigt, og 500 pl buffer AW?2 tilszettes uden at gore kanten vad. Liget lukkes,

og der centrifugeres ved maksimal hastighed (14 000 rpm) i 3 min.

. (Valgfrit) QIAamp-spinkolonnen placeres i et nyt 2 ml opsamlingsrer (folger ikke med kittet), og opsamlings-

roret med filtratet kasseres. Der centrifugeres ved maksimal hastighed (14 000 rpm) i 1 min.

. QIAamp-spinkolonnen placeres i et rent 1,5 ml mikrocentrifugerer (folger ikke med kittet), og opsamlings-

roret med filtratet kasseres. QIAamp-spinkolonnen &bnes forsigtigt, og 100 pl destilleret vand tilsattes. Der
inkuberes i 5 minutter ved rumtemperatur, og der centrifugeres ved 10 000 rpm i 1 min.

Ekstraktionens kvalitet og effektivitet kontrolleres (f.eks. ved at male OD (260 nm) med spektrofotometer eller
efter elektroforese i agarosegel).

Proverne fortyndes for at fa en endelig dna-koncentration pd 50-100 ng/pl.

Dna-oplesninger opbevares ved 4 °C, indtil PCR-analyserne gennemfores.
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Der kan anvendes andre kommercielle kit til dna-ekstraktion, forudsat at det er godtgjort, at de giver tilsvarende

resultater.

4.2.  Polymerasekadereaktion (PCR)

4.2.1. Reagenser

— 10 X buffer (leveres med Taq dna-polymerasen)

— MgC(l, (leveres med dna-polymerasen) (25 mM)

— Taq dna-polymerase (Goldstar, Eurogentec) 5 U[ul

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Master Mix (20 mM) skal fortyndes 10 gange (til 2 mM) for brug

— d H,0 (destilleret H,O frit for dna og rna)

4.2.2. Primere

Folgende primere (') skal anvendes:

CF (10 pM)

CR (10 pM)

4.2.3. PCR-blanding
PCR-blandingen til hvert ror indeholder:

Volumen pr. ror Slutkoncentration
Buffer (10 X) 5ul 1X
MgCl, (25 mM) 5l 2,5 mM
dNTP (2 mM) 5 pl 0,2 mM
CF (10 pM) 1pl 0,2 uM
CR (10 pM) 1ul 0,2 M
Taq-polymerase (5 U/pl) 0,5l 2,5U

31,5 pl

— 49 pl af denne PCR-blanding fordeles i hvert PCR-ror

— 1 pl af ekstraheret dna (50-100 ng/pl) tilseettes hvert ror.

4.2.4. Xontrol

Der anvendes to typer kontroller:

— Negative kontroller bestdr af dH,O (1 pl til 49 pl PCR-blanding). De har til formdl at pavise potentiel reaktiv
forurening i arbejdsmiljoet. Efter hver 10. prove eller efter hvert batch af prever medtages én negativ kontrol.

17390 La Tremblade, Frankrig).

(") Disse primere eller beskrivelserne heraf fis hos EF-referencelaboratoriet for sygdomme hos bleddyr (LGP-Ifremer, av de Mus de Loup,
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— Positive kontroller bestdr af plasmid-dna, som indeholder OsHV-1-mélgenomomradet CF-CR. De har til formal
at kontrollere, hvor effektiv PCR-reaktionen er. For hver PCR-analyse medtages en positiv kontrol. Positive

kontroller fds hos EF-referencelaboratoriet.

4.2.5. Amplifikation

Amplifikationscykler gennemfores i en termocykler

— initial denaturering: 2 min. ved 94 °C

— amplifikation: 35 cykler (1 min. ved 94 °C, 1 min. ved 50 °C og 1 min. ved 72 °C)

— final elongering: 5 min. ved 72 °C

Elektroforese
4.3.1. Reagenser
— 50 X TAE (kan kebes brugsklart):

Tris-base (40 mM) 242 g

Iseddike (40 mM) 57,1 ml

Na,EDTA.2H,0 (1 mM) 18,61 g

dH,0 til 1 liter

Ph justeres til 8

Agarosegel 2,5 % i 1X TAE

Ethidiumbromid (EB) (0,5 pg/ml) tilsattes efter afkeling af gelen.

Bla loadingbuffer:

Bromphenolblit 0,25 %

Xylen cyanol FF 0,25 %

Saccharose 40 %

Opbevares ved 4 °C.

Fortyndes 6 gange for anvendelse (2 pl bld loadingbuffer til 10 ul PCR-produkter).

Molekylevaegtmarker:

SmartLadder SF (Eurogentec): en brugsklar molekylevagtmarker med 9 javnt fordelte bdnd fra 100 til

1000 bp.

4.3.2. Fremstilling af agarosegel

1. 2,5 g agarose afvejes, 100 ml 1X TAE tilsattes, og der opvarmes, indtil blandingen er smeltet.
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2. Efter afkeling tilsettes ethidiumbromid (5 pl til 100 ml agarosegel), og oplesningen heldes i en sarlig form, der
er udstyret med kamme (for at danne brende).

3. Nér gelen er polymeriseret, fjernes kammene, og gelen anbringes i et vandret elektroforesekar, der indeholder
tilstraekkeligt 1X TAE til at dekke agarosegelen.

4. 10 pl PCR-produkter blandes med 2 pl bla loadingbuffer (6X) og fyldes i brondene.

5. En brend er bestemt til molekylevagtmarkeren (5 pl).

6. Der kares ved 50 til 150 volt i 30 til 60 min. athengigt af gelstorrelse og -tykkelse.

7. Gelen betragtes under uv.

4.4.  Fortolkning

Forekomst af OsHV-1 pvar i en preve pévises ved tilstedevearelse af et band i den rigtige storrelse (for OsHV-
157 bp i stedet for 173 bp) pd 2,5 % agarosegel, hvor alle negative kontroller er negative, og alle positive
kontroller er positive.

DEL C
Fastlaeggelse af afspeerringszonen

Der skal tages hensyn til folgende faktorer, der pévirker risikoen for spredning af sygdommen, ved fastleeggelsen af
afspeaerringszonen i overensstemmelse med artikel 2, stk. 2:

a) antal, procentdel og fordeling af bleddyr pd det brug eller omrdde med opdrat af bleddyr, der er inficeret

b) afstand til og tethed af de narmest liggende brug eller omrdder med opdraet af bleddyr

¢) narhed til forarbejdningsvirksomheder, kontaktbrug eller kontaktomrader med opdreet af bleddyr

d) arter pa brugene eller omridderne med opdrat af bleddyr

¢) opdratspraksis i de berorte og i de naermest liggende brug eller omrdder med opdrat af bleddyr

f) hydrodynamiske betingelser og andre faktorer af epizootiologisk signifikans.



3.3.2010

Den Europziske Unions Tidende

L 5211

BILAG 11
Standarddyresundhedscertifikat for markedsfering af Crassostrea gigas bestemt til opdret og
genudlaegningsomrider
DEN EUROPZEISKE UNION Certifikat til brug ved samhandel inden for Faellesskabet
1.1. Afsender 1.2. Certifikatets referencenr. 1.2.a. Lokalt referencenummer
Navn
Adresse 1.3. Central kompetent myndighed
Postnr.
1.4, Lokal kompetent myndighed
3
=4 1.5. Modtager 1.6.
:E Navn
@
Adresse
5 17
° Postnr. e
o
g
2| 1.8. Oprindelsesland ISO-kode | 1.9. 1.10. Bestemmelsesland ISO-kode | I.11.
>
B
o I |
= | 1.12. Oprindelsessted/fangstplads 1.13. Bestemmelsessted
3 Akvakulturbrug [] Akvakulturbrug []
Andet [] Andet []
Navn Godkendelsesnr. Navn Godkendelsesnr.
Adresse Adresse
Postnr. Postnr.
| .14, Indladningssted 1.15. Dato og klokkesleet for afgang
Postnr.
1.18. Transportmidier 1.17. Transporter
Fly 1 Skib [ Togvogn [] Navn Godkendelsesnr.
Keretg] [] Andet [] Adresse
Identifikation Postnr. Medlemsstat
1.18. Dyreart/produkter 1.19. Varekode (KN-kode)
03.07
1.20. Antal/bruttoveegt

1.21. 1.22. Antal kolli

1.23. Plombe nr. og container nr. 1.24. Kollitype

1.25. Dyr attesteret som/ produkter attesteret til

Avl [ Udseetning [

1.26. Transit gennem tredjeland — 1.27. Transit gennem medlemsstater —
Tredjeland 1SO-kode Medlemsstat ISO-kode
Udgangssted Kode Medlemsstat ISO-kode
Indgangssted Graensekontrolsted nr. Medlemsstat 1SO-kode

1.28. Eksport —1 1.29.

Tredjeland 1ISO-kode
Udgangssted Kode
1.30.
1.31. Identifikation af dyr
Art Meengde
(videnskabeligt navn)
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DEN EUROP/EISKE UNION Til markedsforing af Crassostrea gigas bestemt til opdraet og
genudleegningsomrader

II. Sundhedsoplysninger Il.a. Certifikatets Il.b.

referencenummer

(M®)[lIl.1 Bestemmelser for Crassostrea gigas, som har oprindelse i en afspaerringszone, der er oprettet i overensstemmelse med artikel
2 i forordning (EU) nr. 175/2010
Undertegnede officielle inspektor bekreefter, at de Crassostrea gigas, der er naevnt i del | i dette certifikat:

.11 har oprindelse i et omrade, der er omfattet af sygdomsbekeempelsesforanstaltninger vedrerende gget dedelighed hos Crassostrea gigass i
forbindelse med OsHV-1 pvar

?

)

E (MI1.2 kan markedsferes i henhold til artikel 3, stk. 2, litra a), i forordning (EU) nr. 175/2010

3| (MI.1.2  har oprindelse i en del af afspaerringszonen, der ikke er bergrt af den ogede dedelighed, og at der er udtaget prover af sendingen, som er
a testet i overensstemmelse med bilag | til forordning (EU) nr. 175/2010 med negativt resultat]]

M©E)[ll.2 Bestemmelser for Crassostrea gigas, som har oprindelse i en medlemsstat eller et segment, som tidligere har veeret omfattet af
foranstaltninger mod spredning af sygdom pa grund af oget dodelighed hos Crassostrea gigas i forbindelse med OsHV-1 pvar,
og som er bestemt til medlemsstater eller segmenter, som har indfort et program for tidlig pavisning af OsHV-1 pvar
Undertegnede officielle inspekter bekreefter, at de Crassostrea gigas, der er neevnt i del | i dette certifikat:

.2.1 kommer fra et akvakulturbrug eller et omrade med opdrast af bleddyr, hvor der i henhold til fortegnelserne for det pageeldende brug eller
omrade ikke er tegn pa eget dedelighed

2.2 har oprindelse i et segment, hvor det ved preveudtagning og testning, der er foretaget i overensstemmelse med bilag | til forordning (EU)

— nr. 175/2010 er pavist, at OsHV-1 pvar ikke forekommer i Crassostrea gigas.]

1.3 Transportbetingelser og maerkningskrav
Undertegnede officielle inspektor bekreefter folgende:

1.3.1 De Crassostrea gigas, der er naevnt i del | i dette certifikat, er anbragt under forhold, herunder med hensyn til vandkvalitet, der ikke aendrer
deres sundhedsstatus.

1.3.2 Transportbeholderen er ved palaesningen ren og desinficeret eller anvendes for forste gang.

1.3.3 Sendingen er identificeret med en leeselig etiket, som er anbragt pa ydersiden af beholderen eller, hvis sendingen transporteres med
brendbad, i ladningsmanifestet, med de relevante oplyshinger som angivet i rubrik 1.8-1.13 i del | i neerveerende certifikat samt folgende
pategning:
enten (")[»Crassostrea gigas bestemt til opdraet/genudizegning i et omrade, der er omfattet af et program for tidlig pavisning af OsHV-1

pvar«]
eller (1)[»Crassostrea gigas, som er bestemt til opdraet/genudleegning i et omrade, der er omfattet af sygdomsbekaempelsesforanstalt-
ninger, og som har oprindelse i et omrade, der er omfattet af sygdomsbekampelsesforanstaltninger«].

Bemaerkninger

Del I:

— Rubrik 1.12: Hvis et sadant findes, angives autorisationsnummeret for det pageeldende akvakulturbrug/fomrade med opdreet af bladdyr.

— Rubrik 1.13: Hvis et sadant findes, angives autorisationsnummeret for det pageeldende akvakulturbrug/omrade med opdreet af bladdyr.

— Rubrik 1.20 og 1.31: Maangden angives som det samlede antal.

— Rubrik 1.25: Seet kryds i »Avl«, hvis dyrene er bestemt til opdraet, »Udseetning«, hvis de er bestemt til genudleegning.
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DEN EUROP/EISKE UNION Til markedsforing af Crassostrea gigas bestemt til opdraet og
genudlagningsomrader

IIl. Sundhedsoplysninger Il.a. Certifikatets referencenummer | Il.b.

Del II:

() Det ikke relevante overstreges.

(3) Del Il.1 i dette certifikat er relevant for sendinger af Crassostrea gigas, der har oprindelse i en afspeerringszoner, der er oprettet i overensstemmelse
med artikel 2, stk. 2, i forordning (EU) nr. 175/2010, og som i henhold til artikel 3, stk. 2, litra a) eller b), i forordningen kan forlade omradet.

(®) Del 1.2 i dette certifikat er relevant for sendinger af Crassostrea gigas, jf. artikel 5, stk. 1, i forordning (EU) nr. 175/2010, der er bestemt til

medlemsstater eller segmenter, der er omfattet af et program for tidlig pavisning af OsHV-1 pvar, og har oprindelse i et omrade, som ikke tidligere
har veeret omfattet af foranstaltninger mod spredning af sygdom pa grund af eget dedelighed i Crassostrea gigas.

Embedsdyrleege eller officiel inspektar

Navn (med blokbogstaver): Stilling og titel:
Lokal veterineerenhed: Den lokale veterinserenheds kodenr.:
Dato: Underskrift:

Stempel:




