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II

(Ikke-lovgivningsmeessige retsakter)

AFGORELSER

KOMMISSIONENS GENNEMFORELSESAFGORELSE (EU) 2015/1554
af 11. september 2015

om fastleggelse af regler for anvendelsen af direktiv 2006/88/EF for si vidt angir krav til
overvigning og diagnosemetoder

(meddelt under nummer C(2015) 6188)

(E@S-relevant tekst)
EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —
under henvisning til traktaten om Den Europziske Unions funktionsmade,

under henvisning til Radets direktiv 2006/88/EF af 24. oktober 2006 om dyresundhedsbestemmelser for akvakulturdyr
og produkter deraf og om forebyggelse og bekempelse af visse sygdomme hos vanddyr ('), sarlig artikel 49, stk. 3,
artikel 50, stk. 4, artikel 57, litra b), og artikel 61, stk. 3, og

ud fra felgende betragtninger:

(1)  Ved direktiv 2006/88/EF er der fastsat forebyggende minimumsforanstaltninger til overvigning og tidlig
pavisning hos akvatiske dyr af de listeopforte sygdomme i bilag IV til samme direktiv (i det folgende benaevnt
slisteopferte sygdomme«) samt bekempelsesforanstaltninger, der skal anvendes ved mistanke om eller udbrud af
de listeopforte sygdomme. I direktivet fastsattes der tillige krav, som skal vaere opfyldt, for at medlemsstater eller
zoner eller segmenter deri kan opnd status som sygdomsfri.

(2)  Udryddelse af de listeopforte sygdomme og opndelse af status som sygdomsfri for en medlemsstat, en zone eller
et segment ber vare baseret pd de samme principper og folge den samme videnskabelige fremgangsmade i hele
Unionen. Det er derfor nedvendigt, at der pd EU-plan fastsattes sarlige krav vedrgrende udryddelses- og
overvagningsordninger samt de preveudtagnings- og diagnosemetoder, medlemsstaterne skal anvende med
henblik pé at opnd status som sygdomsfri for hele medlemsstaten eller for en zone eller et segment deri.

(3)  De laboratorieundersegelser, der skal udferes i tilfelde af mistanke om eller bekraftet forekomst af de listeopforte
sygdomme, ber vare de samme i hele Unionen og ber felge de samme videnskabelige standarder og protokoller.
Det er nedvendigt, i overensstemmelse med direktiv 2006/88/EF, at fastleegge sxrlige diagnosemetoder og
-procedurer, som skal anvendes af de laboratorier, der er udpeget til formdlet af den kompetente myndighed i
medlemsstaterne.

(4)  Ved akvatiske dyrs sundhedskodeks som vedtaget af Verdensorganisationen for Dyresundhed (OIE) (i det folgende
benavnt »den akvatiske kodeks«) er der fastsat standarder for forbedring af akvatiske dyrs sundhed og opdrattede
fisks velfeerd pa verdensplan, herunder standarder for sikker international handel med akvatiske dyr og produkter
deraf. Flere af kapitlerne i den akvatiske kodeks indeholder anbefalinger vedrerende anvendelse af visse
diagnostiske test. Sddanne test, som fastsat af OIE, er indeholdt i OIE’'s Manual of Diagnostic Tests for Aquatic
Animals (i det folgende benavnt »den akvatiske manual«). For at sikre, at Unionens krav med hensyn til
diagnosticering af sygdomme hos akvatiske dyr er i overensstemmelse med de internationale standarder, ber der
med reglerne i denne afgorelse tages hensyn til standarderne og anbefalingerne i den akvatiske kodeks.

() EUTL 328 af 24.11.2006, s. 14.
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(5) I denne forbindelse indeholder den akvatiske manual, for mange af de listeopforte sygdomme, flere forskellige test
og procedurer, der skal anvendes til laboratorieundersogelser. Med henblik pd at ensarte det videnskabelige
grundlag for det diagnostiske arbejde for de listeopferte sygdomme pd EU-plan er det nedvendigt at vealge blandt
de diagnostiske test og procedurer, der anbefales af OIE, og precisere, hvilke test der skal vaere obligatoriske til
laboratorieundersggelser i forbindelse med gennemferelsen af overvdgningsprogrammer og til udelukkelse af
mistanke om eller bekraftelse af forekomst af de listeopferte sygdomme. Mens der ogsa vil vare behov for i visse
tilfeelde at kunne anvende alternative metoder og procedurer, bor det beskrives og i et vist omfang videnskabeligt
forklares, hvorndr og hvordan de alternative metoder vil kunne anvendes. Dette er is@r nedvendigt for de mere
detaljerede diagnostiske procedurer.

(6)  Med henblik pa at sikre ngjagtige og reproducerbare diagnostiske resultater er det vigtigt, at de narmere
beskrevne procedurer og protokoller, der skal anvendes, er valideret i overensstemmelse med de relevante
kvalitetsstandarder som omhandlet i del I i bilag VI til direktiv 2006/88/EF. For mange af de diagnosemetoder,
der er omhandlet i denne afgorelse, er anvendelse af kommercielle testkit en nedvendig del af de diagnostiske
protokoller, og disse testkit er blevet valideret i akkrediterede prevninger af EU-referencelaboratorierne for de
respektive sygdomme. Af hensyn til retssikkerheden ber der i denne afgerelse henvises til de kommercielle navne
pa disse validerede kommercielle testkit.

(7)  Det kan vaere vanskeligt for visse medlemsstater at opnd status som sygdomsfri for hele medlemsstaten eller for
en zone eller et segment deri for sd vidt angdr en eller flere af de listeopforte sygdomme. Medlemsstaten vil i
sadanne situationer kunne foretrakke ikke at opnd eller generhverve status som sygdomsfri for de pagzldende
listeopforte sygdomme. De minimumsbekaempelsesforanstaltninger, der skal gennemfores, i tilfelde af at den
pageldende medlemsstat ikke ensker at opnd eller generhverve status som sygdomsfri, ber vere de samme i hele
EU og ber opfylde de samme kriterier. Det er derfor nedvendigt i overensstemmelse med direktiv 2006/88/EF at
fastlegge narmere regler vedrerende hindring af spredning af de pégaldende listeopferte sygdomme og
minimumsbetingelser for ophzavelse af de pagaldende foranstaltninger mod spredning af sygdom.

(8)  Ved Kommissionens beslutning 2001/183/EF (') er der fastsat krav vedrerende proveudtagningsplaner og
diagnosemetoder til pavisning og bekraftelse af de listeopforte sygdomme infektigs haematopoietisk nekrose og
viral haemoragisk septikemi. Ved Kommissionens beslutning 2003/466/EF (3 er der fastsat krav vedrerende
proveudtagningsplaner og diagnosemetoder til pavisning af infektios lakseanaemi samt kriterier for etablering af
zoner og officielt tilsyn ved mistanke om og bekraftet forekomst af denne sygdom. Ved Kommissionens
beslutning 2002/878/EF (°) er der fastsat krav vedrerende preveudtagningsplaner og diagnosemetoder til
pavisning og bekreftelse af bleddyrsygdommene bonamiose og marteiliose. Med henblik pd at fd opdateret
kravene ber disse tre beslutninger ophaves og aflgses af denne afgerelse. Beslutning 2001/183/EF, 2002/878/EF
0g 2003/466/EF bor siledes ophaves.

(9)  Eftersom visse medlemsstater har brug for tid til at opdatere deres nationale referencelaboratorier for at kunne
opfylde de krav, der fastsxttes ved denne afgorelse, bor denne finde anvendelse fra den 1. april 2016.

(10)  Foranstaltningerne i denne afggrelse er i overensstemmelse med udtalelse fra Den Stdende Komité for Planter,
Dyr, Fadevarer og Foder —

VEDTAGET DENNE AFGORELSE:

Artikel 1
Formal

Ved denne afgorelse fastsattes der regler for folgende:

a) den overvigning, de stedpudezoner, den proveudtagning og de diagnosemetoder, der skal anvendes af
medlemsstaterne i forbindelse med sygdomsstatussen for medlemsstater eller zoner eller segmenter deri for de ikke-
eksotiske sygdomme, der er opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF (i det folgende benavnt »listeopforte
sygdomme)

(") Kommissionens beslutning 2001/183/EF af 22. februar 2001 om fastleeggelse af preveudtagningsplaner for og diagnosticeringsmetoder
til pavisning og bekraeftelse af visse fiskesygdomme og om ophavelse af beslutning 92/532/EQF (EFT L 67 af 9.3.2001, 5. 65).

() Kommissionens beslutning 2003/466/EF af 13. juni 2003 om kriterier for etablering af zoner og officielt tilsyn ved mistanke om eller
bekraftet forekomst af infektios lakseanami (ISA) (EUT L 156 af 25.6.2003, s. 61).

(*) Kommissionens beslutning 2002/878/EF af 6. november 2002 om preveudtagningsplaner og diagnosticeringsmetoder til pavisning og
bekreftelse af bladdyrsygdommene bonamiose (Bonamia ostreae) og marteiliose (Marteilia refringens) (EFT L 305 af 7.11.2002, s. 57).
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b) de diagnosemetoder, der skal anvendes til laboratorieundersggelser i tilfelde af mistanke om eller bekraftet forekomst
af listeopforte sygdomme

¢) de minimumsbekampelsesforanstaltninger, der skal gennemfores, i tilfeelde af mistanke om eller bekraftelse af en
listeopfort sygdom i en medlemsstat, en zone eller et segment, der ikke er erkleret fri(t) for den pdgaldende
listeopferte sygdom.

Artikel 2
Definitioner

[ denne afgorelse forstds ved:

a) »viral heemoragisk septikeemi« (VHS«): en sygdom fordrsaget af viral heemoragisk septikeemi-virus (VHSV), ogsd kendt
som Egtved-virus, som er et virus tilhgrende slaegten Novirhabdovirus i familien Rhabdoviridae

b) »infektios haematopoietisk nekrose« (IHN«): en sygdom fordrsaget af infektigs heematopoietisk nekrose-virus (IHNV),
som er et virus tilhgrende slaegten Novirhabdovirus i familien Rhabdoviridae

¢) »koi-herpesvirus-sygdom« (KHVD«): en sygdom fordrsaget af koi-herpesvirus (KHV), som tilhgrer familien Alloherpe-
sviridae. Det videnskabelige navn er cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3)

d) »infektios lakseanemi« (ISA«): en sygdom fordrsaget af infektion med highly polymorphic region-deleteret
(HPR-deleteret) lakseanaemivirus (ISAV), som er et virus tilherende slegten Isavirus i familien Orthomyxoviridae

e) »infektion med Marteilia refringens«: en sygdom fordrsaget af infektion med Marteilia refringens, som er et protozo
tilherende Paramyxea

f) »infektion med Bonamia ostreae«: en sygdom forarsaget af infektion med Bonamia ostreae, som er et protozo tilherende
Haplosporidia

g) »white spot disease« (WSD«): en sygdom fordrsaget af white spot syndrome-virus (WSSV), som er et dobbeltstrenget
DNA-virus, der tilherer sleegten Whispovirus i familien Nimaviridae.

Artikel 3
Minimumskrav for udryddelses- og overvigningsprogrammer

Medlemsstaterne  sikrer, at de regler vedrerende overvdgnings- og udryddelsesprogrammer, stedpudezoner,
proveudtagning og diagnosemetoder, der er fastsat i bilag I, og de specifikke metoder og detaljerede procedurer, der er
fastsat i bilag II, overholdes, nir status som sygdomsfri skal indremmes, traeekkes tilbage eller generhverves for en
medlemsstat eller en zone eller et segment deri for s vidt angér en eller flere af de listeopforte sygdomme.

Artikel 4
Minimumskrav for diagnosemetoder og specifikke procedurer

Medlemsstaterne sikrer, at bekempelsesmetoderne i bilag I og de sarlige diagnosemetoder og detaljerede procedurer i
bilag II felges, ndr der udferes laboratorieundersogelser for at bekrafte eller udelukke forekomst af en listeopfort
sygdom.

Artikel 5

Minimumsbekampelsesforanstaltninger for hindring af spredning af listeopforte sygdomme og minimumskrav
vedrerende opheavelse af foranstaltninger mod spredning af sygdom i medlemsstater, zoner eller segmenter,
som ikke er erkleret frie for listeopforte sygdomme

Medlemsstaterne sikrer, at minimumsbekampelsesforanstaltningerne og minimumskravene vedrerende ophavelse af
foranstaltninger mod spredning af sygdom i bilag I overholdes, ndr bekampelsesforanstaltninger gennemferes og
foranstaltninger mod spredning af sygdom ophaeves for en eller flere af de listeopforte sygdomme i en medlemsstat eller
en zone eller et segment deri, som ikke er erklaret fri(t) for de pagaldende listeopforte sygdomme.
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Artikel 6
Ophevelse

Beslutning 2001/183/EF, 2002/878EF og 2003/466/EF ophaves.

Artikel 7
Anvendelsesdato

Denne afgorelse anvendes fra den 1. april 2016.

Artikel 8
Adressater

Denne afgorelse er rettet til medlemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 11. september 2015.

Pd Kommissionens vegne
Vytenis ANDRIUKAITIS

Medlem af Kommissionen
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BILAG I

OVERVAGNING OG BEK £AMPELSESMETODER

. Indledning
I dette bilag fastsaettes:

a) krav vedrerende udryddelses- og overvdgningsprogrammer, jf. artikel 44 i direktiv 2006/88/EF, samt de
preveudtagnings- og diagnosemetoder, der skal anvendes med henblik pd at indremme medlemsstater eller zoner
eller segmenter deri status som sygdomsfri, jf. kapitel VII i samme direktiv

b) de preveudtagnings- og diagnosemetoder, der skal anvendes til laboratorieundersogelser, som skal udferes i
tilfelde af mistanke om eller med henblik pd at bekrafte forekomst af de ikke-eksotiske sygdomme, der er opfert
i del 11 i bilag IV til direktiv 2006/88/EF (listeopforte sygdomme), jf. artikel 28, litra a), og artikel 57, litra b), i
samme direktiv

¢) de foranstaltninger mod spredning af sygdom, der skal treffes i tilfeelde af bekraeftet forekomst af en listeopfart
sygdom, jf. artikel 39 i direktiv 2006/88/EF, og de foranstaltninger, der skal traffes, for at en medlemsstat, en
zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V, opnér en sundhedsstatus i kategori III.

Kravene i bilaget omfatter folgende listeopfarte sygdomme:

1. | Viral haemoragisk septikeemi (VHS) Del 1
2. | Infektigs haematopoietisk nekrose (IHN) Del 1
3. | Koi-herpesvirus-sygdom (KHV) Del 2
4. | Infektigs lakseanami (ISA) Del 3
5. | Infektion med Marteilia refringens Del 4
6. | Infektion med Bonamia ostreae Del 5
7. | White spot disease (WSD) Del 6

II. Definitioner

I bilag I og II forstds ved:

a) »indlandssegment« et eller flere akvakulturbrug beliggende i indlandsomradet i en eller flere medlemsstater,
tilhgrende samme biosikkerhedssystem og med en population af akvatiske dyr med en bestemt sundhedsstatus
med hensyn til en given sygdom

b) »indlandsbruge« et akvakulturbrug med hold af akvakulturdyr beliggende i en medlemsstats indlandsomréade

¢) »indlandszone« et klart defineret geografisk omréde beliggende i indlandsomrddet i en eller flere medlemsstater
med et homogent hydrologisk system, som omfatter dele af et afvandingsomrdde fra vandlgbenes kilder til en
naturlig eller kunstig forhindring, der standser akvatiske dyrs vandring opstrems fra de lavereliggende dele af
afvandingsomradet, et helt afvandingsomrdde fra vandlgbenes kilder til udmundingen i havet eller flere
afvandingsomrdder, inkl. deres udmunding i havet, idet afvandingsomraderne er epidemiologisk forbundet via
udmundingsomradet
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d) »akvakulturbrug, der officielt er erkleeret inficeret«: et akvakulturbrug med hold af akvatiske dyr, hvor en eller
flere af de listeopforte sygdomme er blevet bekraftet af den kompetente myndighed i overensstemmelse med
artikel 28, litra a), artikel 29 og artikel 57, litra b), i direktiv 20068 8/EF

e) »kontaktbrug« et akvakulturbrug med hold af akvatiske dyr, pd hvilket der pa en eller anden made er pévist eller
er sterk mistanke om kontaminering med inficeret materiale fra et akvakulturbrug, der officielt er erkleeret
inficeret.

DEL 1

OVERVAGNING AF OG BEKAMPELSESMETODER FOR VIRAL HAMORAGISK SEPTIKAEMI (VHS) OG INFEKTIOS
HAMATOPOIETISK NEKROSE (IHN)

L Krav til overvignings- og udryddelsesprogrammer med henblik pd at opnd og opretholde status som sygdomsfri for
sd vidt angdr VHS og IHN og foranstaltninger mod spredning af disse listeopforte sygdomme

L1 Generelle krav til sundhedsinspektioner og preveudtagning for sd vidt angdr VHS og IHN:

a) Sundhedsinspektionerne og, hvis det er relevant, proveudtagningen skal foretages pa den tid af éret, hvor
vandtemperaturen er under 14 °C, eller hvor vandtemperaturen forventes at veere lavest.

b) Hvis der kraeves maélrettet overvagning i vildtlevende populationer i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i
bilag V til direktiv 2006/88/EF, skal antallet og den geografiske fordeling af preveudtagningsstederne
fastsattes siledes, at der opnds en rimelig dekning af medlemsstaten, zonen eller segmentet. Proveudtag-
ningsstederne skal vare reprasentative for de forskellige @kosystemer, hvor der findes vildtlevende
populationer af modtagelige arter.

¢) Hvis akvakulturbrug eller vildtlevende populationer skal vare omfattet af sundhedsinspektioner eller
proveudtagninger mere end én gang om dret, skal der vaere sd lang tid som muligt og mindst fire maneder
mellem sundhedsinspektionerne og mellem udtagningen af proverne, idet der tages hensyn til
temperaturkravene i litra a).

d) Alle produktionsenheder som f.cks. damme, tanke og netbure skal underkastes sundhedsinspektioner for
forekomst af dede og svage fisk eller fisk med unormal adferd. Opmarksomheden skal navnlig rettes mod
vandudledningsomradet, hvor de svage fisk har tendens til at samles pa grund af vandstremmen.

e) Fisk af modtagelige arter, som skal indsamles som prever, udvalges pa folgende made:

i) Hvis der forekommer regnbuegrred, mé kun fisk af denne art udvelges til preveudtagning, undtagen hvis
der forekommer andre modtagelige arter med typiske tegn pad VHS eller IHN; hvis der ikke forekommer
regnbuegrred, skal proven vere reprasentativ for alle andre modtagelige arter pd stedet.

ii) Hvis der forekommer svage fisk, fisk med unormal adferd eller nyligt dede fisk (som ikke er gdet i
oplesning), skal disse udvelges; ved benyttelse af mere end én vandkilde til fiskeproduktion skal der
medtages fisk fra alle vandkilder i preven.

iii) De udvalgte fisk skal omfatte fisk, der er indsamlet pd en sidan méde, at alle dele af akvakulturbruget og
alle drgange er proportionalt repraesenteret i proven.

L.2. Serlige krav vedrerende opndelse af status som sygdomsfri (kategori I) for sa vidt angdr VHS og [HN
1.2.1.  Overvdgningsprogrammer:

a) En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori III, jf. del B i bilag III til
direktiv 2006/88/EF, for sd vidt angdr VHS eller IHN eller begge, kan opnd en sundhedsstatus i kategori I for
sd vidt angdr disse listeopferte sygdomme, forudsat at alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter
opfort i del 11 i bilag IV til samme direktiv, i denne medlemsstat, denne zone eller dette segment opfylder
kravene i bilag V til samme direktiv, og alle disse akvakulturbrug og, hvis det kraeves i henhold til del I,
punkt 2, andet afsnit, i bilag V til direktivet, proveudtagningssteder i vildtlevende populationer, der er udvalgt
i overensstemmelse med navnte del, har veret omfattet af et af folgende overvigningsprogrammer:
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[2.2.

[2.2.1.

i) Model A — todrigt overvigningsprogram:

Akvakulturbrugene eller preveudtagningsstederne skal have vearet omfattet af sundhedsinspektioner og
proveudtagninger i mindst to pad hinanden felgende &r som fastsat i tabel 1.A i afsnit II.

I lgbet af denne todrige periode skal undersogelse af alle prever ved hjzlp af diagnosemetoderne i
punkt I1.2 have givet negative resultater for enten VHS eller IHN eller begge, og enhver mistanke om
enten VHS eller IHN eller begge skal vare blevet udelukket i overensstemmelse med preveudtagnings- og
diagnosemetoderne i punkt II.3.

ii) Model B — firedrigt overvagningsprogram med reduceret provestorrelse:

Akvakulturbrugene eller preveudtagningsstederne skal have vearet omfattet af sundhedsinspektioner og
proveudtagninger i mindst fire pd hinanden felgende ar som fastsat i tabel 1.B i afsnit II.

I lgbet af denne firedrige periode skal undersegelse af alle prover ved hjzlp af diagnosemetoderne i
punkt I1.2 have givet negative resultater for enten VHS eller IHN eller begge, og enhver mistanke om
enten VHS eller IHN eller begge skal vaere blevet udelukket i overensstemmelse med preveudtagnings- og
diagnosemetoderne i punkt IL.3.

b) Hvis det i forbindelse med gennemferelsen af det overvdgningsprogram, der er omhandlet i litra a),
bekraftes, at der er infektion med enten VHS eller IHN eller begge pa et akvakulturbrug, der er omfattet af
overvagningsprogrammet, og brugets sundhedsstatus i kategori II derfor er blevet trukket tilbage, kan dette
akvakulturbrug straks generhverve sin sundhedsstatus i kategori II og fortsette gennemforelsen af
overvagningsprogrammet med henblik pé at opné status som sygdomsfri uden at gennemfere et udryddel-
sesprogram som fastsat i punkt 1.2.2, forudsat at bruget opfylder folgende betingelser:

i) Det er et indlandsbrug, hvis sundhedsstatus vedrerende enten VHS eller IHN eller begge er uathangig af
sundhedsstatussen for populationer af akvatiske dyr i de omkringliggende naturlige vandomrader for sd
vidt angdr disse listeopforte sygdomme i overensstemmelse med del II, punkt 3, i bilag V til direktiv
2006/88|EF.

ii) Det er blevet tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har veeret udtaget af drift i mindst seks
uger.

iii) Nytilforslen af fisk er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for
sd vidt angdr enten VHS eller IHN eller begge.

Udryddelsesprogrammer
Generelle krav

En medlemsstat, en zone eller et segment med en sundhedsstatus i kategori V for sd vidt angdr enten VHS eller
IHN eller begge kan opnd en sundhedsstatus i kategori I for s vidt angdr disse listeopforte sygdomme, forudsat
at alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i denne
medlemsstat, denne zone eller dette segment har varet omfattet af et udryddelsesprogram, som opfylder
litra a)-e):

a) De minimumsbekaempelsesforanstaltninger, der er fastsat i kapitel V, afdeling 4, i direktiv 2006/88/EF, skal
vare blevet effektivt anvendt, og der skal vere blevet oprettet en afsparringszone, jf. artikel 32, litra b), i
samme direktiv, som omfatter en beskyttelseszone og en overvagningszone, i narheden af det eller de
akvakulturbrug, der officielt er erklaeret inficeret med enten VHS eller IHN eller begge disse listeopfarte
sygdomme.

Afspaerringszonen skal vaere blevet fastlagt fra sag til sag under hensyntagen til faktorer, der péavirker risiciene
for spredning af den listeopforte sygdom til opdrattede og vildtlevende fisk som f.eks.: antallet, procentdelen
og fordelingen af dede fisk pd det akvakulturbrug, der er inficeret med enten VHS eller IHN eller begge,
afstanden til og tetheden mellem de narmestliggende akvakulturbrug, narhed til slagterier, kontaktbrug,
arter pa brugene, opdratspraksis pd de bergrte akvakulturbrug og pé de brug, der ligger naermest de berorte
brug, de hydrodynamiske betingelser og andre faktorer af epidemiologisk signifikans.
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Ved oprettelsen af beskyttelses- og overvdgningszonerne galder folgende minimumskrav for sd vidt angar
disse zoners geografiske afgraeensning:

i) Der skal oprettes en beskyttelseszone i umiddelbar narhed af et akvakulturbrug, der officielt er erklaret
inficeret med enten VHS eller IHN eller begge disse listeopforte sygdomme, og den skal svare til:

1) i kystomrdder: et omrade i en cirkel med en radius, der mindst svarer til en tidevandsbevagelse eller
mindst er pd 5 km, alt efter hvad der er storst, med centrum i det akvakulturbrug, der officielt er
erkleret inficeret med enten VHS eller IHN eller begge, eller et tilsvarende omréide fastlagt pa grundlag
af passende hydrodynamiske eller epidemiologiske data

2) i omrader inde i landet: hele afvandingsomradet for det akvakulturbrug, der officielt er erklaret
inficeret med VHS eller IHN eller begge; den kompetente myndighed kan begraense zonens
udstrekning til dele af afvandingsomrddet eller akvakulturbrugets omrdde, forudsat at dette ikke
forringer forebyggelsen af spredningen af enten VHS eller IHN eller begge.

ii) Den kompetente myndighed skal oprette en overvigningszone uden om beskyttelseszonen, og den skal
svare til:

1) i kystomrader: et omrdde omkring beskyttelseszonen omfattende overlappende tidevandsudbredelser
eller et omrédde i en cirkel omkring beskyttelseszonen med en radius pd 10 km fra beskyttelseszonens
centrum eller et tilsvarende omrdde fastlagt pd grundlag af passende hydrodynamiske eller
epidemiologiske data

2) i omréder inde i landet: et udvidet omride uden om den oprettede beskyttelseszone.

b) P4 alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF inden for
beskyttelseszonen, og som ikke officielt er erklaeret inficeret med enten VHS eller IHN eller begge, skal der
foretages en officiel undersggelse, der mindst omfatter folgende elementer:

i) indsamling af prever med henblik pd undersogelse af 10 fisk, hvis der konstateres kliniske tegn eller
obduktionsfund, der tyder pé infektion med enten VHS eller IHN eller begge, eller mindst 30 fisk, hvis der
ikke konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund

ii) én sundhedsinspektion: pa de akvakulturbrug, hvor de undersogelser, der er omhandlet i nr. i), har givet
negative resultater; der skal fortsat foretages sundhedsinspektioner én gang om madneden pé den tid af
dret, hvor vandtemperaturen er under 14 °C, undtagen ndr fiskedamme eller netbure er dakket med is,
indtil beskyttelseszonen ophzves i overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra c).

) Alle akvakulturbrug, der officielt er erklweret inficeret med enten VHS eller IHN eller begge, skal temmes,
rengores, desinficeres og udtages af drift. De skal vare udtaget af drift i mindst seks uger. Hvis alle
akvakulturbrug, der officielt er erkleeret inficeret, inden for samme beskyttelseszone temmes, skal de vere
udtaget af drift samtidigt i mindst tre uger. Dette afsnit finder ogsd anvendelse pd nye akvakulturbrug, der
officielt erkleeres inficeret i forbindelse med gennemferelsen af udryddelsesprogrammet.

Naér de akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret, udtages af drift, skal beskyttelseszonerne omdannes
til overvagningszoner.

Den kompetente myndighed kan beslutte, at andre akvakulturbrug inden for de oprettede beskyttelses- og
overvagningszoner skal temmes, rengares, desinficeres og udtages af drift. P4 grundlag af en risikoanalyse i
hvert enkelt tilfeelde afger den kompetente myndighed, hvor laenge disse akvakulturbrug skal veere udtaget af
drift.

d) P4 alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med enten VHS eller THN eller begge disse
listeopforte sygdomme, og pé alle andre akvakulturbrug, der er udtaget af drift, inden for de oprettede
beskyttelses- og overvdgningszoner, jf. litra c), skal nytilferslen af fisk ske fra medlemsstater, zoner eller
segmenter med en sundhedsstatus som sygdomsfri (kategori I) for sd vidt angdr enten VHS eller IHN eller
begge.
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Nytilforslen mé forst finde sted, ndr alle akvakulturbrug, der officielt er erkleeret inficeret, er blevet tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift i overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra c).

e) Alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i den
medlemsstat, den zone eller det segment, der er omfattet af udryddelsesprogrammet, og, hvis der kraeves
overvagning i vildtlevende populationer, proveudtagningssteder udvalgt i overensstemmelse med punkt 1.1
skal efterfolgende vaere omfattet af den overvdgningsordning, der er fastsat i punkt 1.2.1.

.2.2.2. Krav vedrgrende generhvervelse af status som sygdomsfri for indlandssegmenter, der omfatter et enkelt
akvakulturbrug, der tidligere officielt har veret erklaeret frit for enten IHN eller VHS eller begge

Et indlandssegment, der omfatter et enkelt akvakulturbrug, som tidligere har varet erkleret frit for enten VHS
eller IHN eller begge disse listeopforte sygdomme, og hvis sundhedsstatus for si vidt angdr disse listeopforte
sygdomme er uathengig af de omkringliggende naturlige vandomrdder i overensstemmelse med del I, punkt 3,
i bilag V til direktiv 2006/88/EF, og hvis sundhedsstatus i kategori I er blevet trukket tilbage i overensstemmelse
med artikel 53, stk. 3, i samme direktiv, kan generhverve sin sundhedsstatus i kategori I, umiddelbart efter at
den kompetente myndighed har bekreftet, at folgende betingelser er opfyldt:

a) Det akvakulturbrug, der officielt er bekraftet inficeret med enten VHS eller IHN eller begge, er blevet tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har varet udtaget af drift i mindst seks uger.

b) Nytilforslen af fisk pa det akvakulturbrug, der officielt er bekraftet inficeret med enten VHS eller IHN eller
begge, er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for s vidt angar
enten VHS eller IHN eller begge.

L.3. Serlige krav vedrerende opretholdelse af status som sygdomsfri (kategori I) for sd vidt angédr enten VHS eller
IHN eller begge

Hvis der kraeves maélrettet overvagning for at opretholde en sundhedsstatus i kategori I, jf. artikel 52 i direktiv
2006/88/EF, skal alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del I i bilag IV til samme direktiv, i
den/det berorte medlemsstat, zone eller segment underkastes sundhedsinspektioner og preveudtagning af fisk i
overensstemmelse med tabel 1.C i afsnit II i denne del, idet der tages hensyn til brugets risikoniveau med hensyn
til indsleebning af enten VHS eller IHN eller begge disse listeopforte sygdomme.

Ved fastleeggelsen af hyppigheden af sundhedsinspektioner for segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for
sd vidt angdr enten VHS eller IHN eller begge, som er placeret i indlandsomréider, og hvis sundhedsstatus for sd
vidt angdr VHS eller IHN er afthengig af sundhedsstatussen for populationer af akvatiske dyr i de
omkringliggende naturlige vandomrdder i overensstemmelse med del II, punkt 2, i bilag V til direktiv
2006/88EF, anses risikoen for indslebning af enten VHS eller IHN eller begge for at vare hej.

Statussen som sygdomsfri opretholdes kun, sd lenge alle prover undersagt ved hjelp af diagnosemetoderne i
punkt I1.2 giver negative resultater for enten VHS eller IHN eller begge disse listeopforte sygdomme, og enhver
mistanke om enten VHS eller IHN eller begge er udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i
punkt IL.3.

L.4. Krav vedrerende ophavelse af foranstaltninger mod spredning af sygdom, jf. artikel 39 i direktiv 2006/88/EF,
dvs. endring af sundhedsstatus fra kategori V til kategori III

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sd vidt angdr enten VHS
eller IHN eller begge, kan opnd en sundhedsstatus i kategori IIl for s& vidt angdr disse listeopferte sygdomme,
forudsat at:

a) de krav, der er fastsat i punkt 1.2.2.1, litra a), b) og ¢), er opfyldt. Hvis udtagning af drift ikke er teknisk
mulig, skal de bererte akvakulturbrug geres til genstand for en alternativ foranstaltning, som giver nasten
samme garanti for, at enten IHNV eller VHSV eller begge er udryddet i brugets miljo

b) nytilferslen af fisk pé alle akvakulturbrug, der officielt er erklaret inficeret, og pé alle andre brug, der er
udtaget af drift/har varet genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a), i de oprettede
beskyttelses- og overvigningszoner er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i
kategori I, II eller III for sd vidt angdr enten VHS eller ITHN eller begge
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¢) nytilferslen forst har fundet sted, efter at alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret, er blevet tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift/gjort til genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a).

1. Diagnose- og preveudtagningsmetoder

I.1.  Organer, der skal udtages prover fra

Det vavsmateriale, som skal underseges, er milt, fornyre og enten hjerte eller hjerne. Hvis der udtages prover fra
gydebestande, kan tillige ovarievasken eller seedvasken undersoges.

Hvis der er tale om smaéfisk, kan hele fisk pd under 4 cm findeles ved hjelp af en steril saks eller skalpel efter
fiernelse af kroppen bag gatabningen. Hvis proven bestar af hele fisk pd 4-6 cm, indsamles indvoldene, herunder
nyre.

Organstykker fra hgjst 10 fisk kan udgere en samleprove.

I.2.  Diagnosemetoder med henblik pd at opnd og opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angdr enten VHS
eller IHN eller begge

Diagnosemetoden, i overensstemmelse med de godkendte diagnosemetoder og -procedurer, der er fastsat i
bilag II, del 1, punkt I, med henblik pd at opnd eller opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angdr VHS
eller IHN eller begge, skal enten vere:

a) virusisolation i cellekulturer efterfulgt af identifikation ved hjelp af enzymbundet immunosorbent assay
(ELISA), indirekte fluorescerende antistoftest (IFAT), virusneutralisationstest eller realtids revers transkriptase-
polymerasekeadereaktion (RT-qPCR) eller

b) RT-qPCR.

I.3.  Preveudtagnings- og diagnosemetoder med henblik pé at udelukke eller bekrefte forekomst af VHS eller IHN

Hvis mistanke om forekomst af enten VHS eller IHN eller begge skal bekraeftes eller udelukkes i
overensstemmelse med artikel 28 i direktiv 2006/88/EF, skal folgende procedurer for inspektion,
proveudtagning og undersggelse overholdes:

a) Pa det akvakulturbrug, der er under mistanke, skal der foretages mindst én sundhedsinspektion og én
proveudtagning af 10 fisk, hvis der konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund, der tyder pé infektion
med enten VHS eller IHN eller begge, eller mindst 30 fisk, hvis der ikke konstateres kliniske tegn eller
obduktionsfund. Preverne underseges ved hjelp af en eller flere af diagnosemetoderne i nr. i) og ii) i
overensstemmelse med de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i bilag II, del 1, afsnit II:

i) konventionel virusisolation i cellekulturer med efterfolgende immunokemisk eller molekyler virusidenti-
fikation

ii) viruspdvisning ved hjalp af RT-qPCR

iii) andre diagnoseteknikker med dokumenteret tilsvarende effektivitet, f.eks. IFAT, ELISA, RT-PCR og
immunbhistokemi (IHC).

b) Forekomst af VHS anses for bekraftet, hvis en eller flere af disse diagnosemetoder er positive for VHSV.
Forekomst af IHN anses for bekreftet, hvis en eller flere af disse diagnosemetoder er positive for IHNV.
Bekreaftelse af det forste tilfelde af VHS eller IHN i de medlemsstater, zoner eller segmenter, der ikke tidligere
har veeret inficeret, baseres pa konventionel virusisolation i cellekulturer eller RT-qPCR.

¢) Mistanke om enten VHSV eller IHNV eller begge kan udelukkes, hvis celledyrkning eller RT-qPCR-test ikke
afslgrer yderligere tegn pa forekomst af enten VHSV eller IHNV eller begge.
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Tabel 1.A

Overvagningsordning for zoner og segmenter i den todrige kontrolperiode, jf. punkt 1.2.1, litra a), nr. i), forud
for opndelse af status som sygdomsfri for s& vidt angdr VHS eller IHN

Type akvakulturbrug

Antal sundhedsin-
spektioner pr. ar

Antal proveudtag-
ninger pr. ar

Antal fisk i preven (')

(i to &r) (i to ar) Antal fisk i veekst Antal gydebestandsfisk (?)
30 (1. eller 2. inspek-
a) Akvakulturbrug med gydebe- 5 5 50 (1. inspektion) tion)
stand 75 (2. inspektion) 0 (1. eller 2. inspek-
tion)
b) Akvakulturbrug udelukkende ) 1 0 75 (1. eller 2. inspek-
med gydebestand tion)
¢) Akvakulturbrug uden gyde- ) ) 75 () (1. og 2. inspek- 0

bestand

tion)

Maksimalt antal fisk pr. samlepreve: 10

(") Proverne skal udtages tidligst tre uger efter overforsel af fisk fra ferskvand til saltvand.

() Ovarie- eller seedvaske fra gydebestande indsamles pd modningstidspunktet i forbindelse med strygning.

(*) Der skal udtages prover fra det antal fisk, der sikrer pavisning af VHSV eller IHNV med en konfidens pd 95 % ved en udgangsprava-

lens pd 5 %.

Tabel 1.B

Overvagningsordning med reduceret provestorrelse i den firedrige kontrolperiode, jf. punkt 1.2.1, litra a),
nr. ii), forud for opndelse af status som sygdomsfri for s vidt angir VHS eller IHN

Type akvakulturbrug

Antal sundhedsin-
spektioner pr. ar

Antal proveudtag-
ninger pr. ar

Antal fisk i preven (1)

Antal fisk i vakst

Antal gydebestandsfisk (?)

De forste to dr i overvdgningsperioden

a) Akvakulturbrug med gydebe-

0 (1. inspektion)

0 (1. inspektion)

2 1
stand 30 (2. inspektion) 0 (2. inspektion)
b) Akvakulturbrug udelukkende ) 1 0 30 (1. eller 2. inspek-
med gydebestand tion)
¢) Akvakulturbrug uden gyde- ) 1 30 (3) (1. eller 2. in- 0

bestand

spektion)

De sidste to dr i overvigningsperioden

a) Akvakulturbrug med gydebe-
stand

30 (1. inspektion)
0 (2. inspektion)

0 (1. inspektion)
30 (2. inspektion)
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. Antal fisk i preven (')
Type akvakulturbrug Ante;(lt.sundhedsin— Ante}l pmveu(étag—
spextioner pr. funger pr. Antal fisk i vakst Antal gydebestandsfisk (?)
b) Akvakulturbrug udelukkende 30 (1. og 2. inspek-
2 2 >

med gydebestand tion)
¢) Akvakulturbrug uden gyde- ) ) 30 (%) (1. og 2. inspek-

bestand tion)

Maksimalt antal fisk pr. samlepreve: 10

(") Proverne skal udtages tidligst tre uger efter overforsel af fisk fra ferskvand til saltvand.
(3 Ovarie- eller seedvaske fra gydebestande indsamles pd modningstidspunktet i forbindelse med strygning.
(*) Der skal udtages prover fra det antal fisk, der sikrer pavisning af VHSV eller IHNV med en konfidens pa 95 % ved en udgangspraeva-

lens pa 10 %.

Tabel 1.C

Overvégningsordning for zoner eller segmenter med henblik pd at opretholde status som sygdomsfri for s&
vidt angdr VHS eller IHN, jf. punkt 1.3

Risikoniveau Antal sundhedsinspektioner Antal fisk i preven (%)
Hoijt 2 pr. &r 3000 ()
Middel 1 pr. ar 30 (1)
Lavt 1 hvert 2. &r 30 (1)

Maksimalt antal fisk pr. samlepreve: 10

(") Proverne skal udtages tidligst tre uger efter overforsel af fisk fra ferskvand til saltvand.
() Der skal udtages prover fra det antal fisk, der sikrer pavisning af VHSV eller IHNV med en konfidens pa 95 % ved en udgangspreaeva-

lens pd 10 %.

(}) Hver sundhedsinspektion skal som minimum omfatte én prove.

DEL 2

OVERVAGNING AF OG BEK £EMPELSESMETODER FOR KOI-HERPESVIRUS-SYGDOM (KHVD)

L Krav til overvignings- og udryddelsesprogrammer med henblik pa at opnd og opretholde status som sygdomsfri for
sd vidt angdr KHVD og foranstaltninger mod spredning af infektion med koi-herpesvirus (KHV)

L1. Generelle krav

Hvis der kraeves madlrettet overvagning i vildtlevende populationer i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i
bilag V til direktiv 2006/88|EF, skal antallet og den geografiske fordeling af preveudtagningsstederne fastsattes
sdledes, at der opnds en rimelig dekning af medlemsstaten, zonen eller segmentet. Preveudtagningsstederne skal
ogsd vaere reprasentative for de forskellige ekosystemer, hvor der findes vildtlevende modtagelige populationer,

dvs. flodsystemer og soer.
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Den malrettede overvigning skal vare baseret pd regelmessig overvigning af steder med modtagelige arter.
Stederne skal overviges, ndr vandtemperaturerne er tilstraekkelig heje til, at sygdommen kan udvikle sig
(> 15 °C), og tidligst to uger fra den dato, hvor sddanne temperaturer er ndet. Alle syge fisk eller fisk, der udviser
unormal adferd, som findes pa stedet, skal underkastes proveudtagning og testes.

Nér det er muligt, skal der udtages prover af fisk, der i en laengere periode har veret holdt ved temperaturer, ved
hvilke virus udvikler sig, dvs. to til tre uger ved 15-26 °C. Folgende fremgangsmade kan dog godtages:

a) at indsamle en delpopulation ved overferslen fra vinterdamme til sommerdamme og holde fisken i samme
vandmasse som sommerdammen, indtil den kraevede minimumstemperatur er ndet, eller

b) at indsamle prover ved hest eller i forbindelse med anden handtering af fisk som led i almindelig
driftspraksis. Om muligt indsamles preverne mellem 24 og 72 timer efter sddan driftspraksis for at forbedre
chancen for péavisning af KHV.

Hvis akvakulturbrug eller vildtlevende populationer skal vere omfattet af sundhedsinspektioner eller
proveudtagninger mere end én gang om dret, skal der veere sd lang tid som muligt mellem sundhedsinspek-
tionerne eller preveudtagningerne pd den drstid, hvor vandtemperaturen forventes at vaere hgjest uden at
overskride graeensen pé 28 °C.

Alle produktionsenheder som f.eks. damme og tanke skal underkastes sundhedsinspektioner for forekomst af
dede og svage fisk eller fisk med unormal adfeerd.

Cyprinus carpio og hybrider heraf som f.eks. Cyprinus carpio x Carassius auratus skal indsamles, ndr de er til stede
pa bruget.

De fisk, der skal indsamles som prever, udvelges pa folgende méde:

i) Hvis der forekommer svage fisk, fisk med unormal adferd eller nyligt dede fisk (som ikke er gdet i
oplesning), skal disse udvelges.

ii) Hvis der anvendes mere end én vandkilde til fiskeproduktion, skal der indga fisk fra alle vandkilder i preven.

i) De udvalgte fisk skal omfatte fisk, der er indsamlet pa en sddan madde, at alle dele af akvakulturbruget og alle
drgange er proportionalt reprasenteret i proven.

1.2. Sarlige krav vedrerende opndelse af status som sygdomsfri (kategori I) for sd vidt angdr KHVD
1.2.1.  Overvagningsprogrammer

a) En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori IIl for sd vidt angdr KHVD,
kan opnd en sundhedsstatus i kategori I, hvis alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II
i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i denne medlemsstat, denne zone eller dette segment opfylder kravene
vedrgrende status som sygdomsfri i bilag V til samme direktiv, og alle disse akvakulturbrug og, hvis det
kraves i henhold til bilag V, del I, punkt 2, andet afsnit, preveudtagningssteder i vildtlevende populationer,
der er udvalgt i overensstemmelse med neavnte del, har varet omfattet af et af folgende overvdgnings-
programmer:

i) Model A — todrigt overvigningsprogram:

Akvakulturbrugene eller proveudtagningsstederne skal have vearet omfattet af sundhedsinspektioner og
proveudtagninger i mindst to pd hinanden folgende ar som fastsat i tabel 2.A i afsnit IIL

I lgbet af denne todrige periode skal undersogelse af alle prever ved hjzlp af diagnosemetoderne i
punkt IL.2 have givet negative resultater for KHV, og enhver mistanke om KHVD skal vare blevet
udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt II1.2.
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[.2.2.

[.2.2.1.

ii) Model B — firedrigt overvigningsprogram med reduceret provestorrelse:

Akvakulturbrugene eller preveudtagningsstederne skal have vearet omfattet af sundhedsinspektioner og
proveudtagninger i mindst fire pd hinanden folgende ar som fastsat i tabel 2.B i afsnit III.

I lobet af denne firedrige periode skal undersegelse af alle prever ved hjelp af diagnosemetoderne i
punkt IL.2 have givet negative resultater for KHV, og enhver mistanke om KHVD skal vare blevet
udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt II1.2.

b) Hvis det i forbindelse med gennemforelsen af det firedrige overvagningsprogram, jf. litra a), bekraftes, at der
er infektion med KHV pd et akvakulturbrug, der er omfattet af overvdgningsprogrammet, og brugets
sundhedsstatus i kategori II derfor er blevet trukket tilbage, kan dette akvakulturbrug straks generhverve sin
sundhedsstatus i kategori II og fortsatte gennemfarelsen af overvigningsprogrammet med henblik pd at opnd
status som sygdomsfri uden at gennemfere et udryddelsesprogram som beskrevet i punkt 1.2.2, forudsat at
bruget opfylder felgende betingelser:

i) Det er et indlandsbrug, hvis sundhedsstatus vedrerende KHVD er uathangig af sundhedsstatussen for
populationer af akvatiske dyr i de omkringliggende naturlige vandomrider for sd vidt angdr denne
listeopforte sygdom, jf. del II, punkt 3, i bilag V til direktiv 2006/88/EF.

ii) Det er blevet temt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har veeret udtaget af drift i mindst seks
uger.

iif) Nytilforslen af fisk er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for
sd vidt angdr KHVD.

Udryddelsesprogrammer
Generelle krav

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sé vidt angdr KHVD, kan
opné en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopforte sygdom, hvis alle akvakulturbrug, der
holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i denne medlemsstat, denne zone eller
dette segment har vaeret omfattet af mindst felgende udryddelsesprogram:

a) De minimumsbekaempelsesforanstaltninger, der er fastsat i kapitel V, afdeling 4, i direktiv 2006/88/EF, skal
vare blevet effektivt anvendt, og der skal vare blevet oprettet en afsparringszone, jf. artikel 32, litra b), i
samme direktiv, som omfatter en beskyttelseszone og en overvigningszone, i narheden af det eller de
akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med KHV.

Afsparringszonen skal vaere blevet fastlagt fra sag til sag under hensyntagen til faktorer, der péavirker risiciene
for spredning af KHVD til opdraettede og vildtlevende fisk som f.eks.: antal, procentdel og fordeling af dede
fisk pa det akvakulturbrug, der er inficeret med KHV, afstanden til og tetheden mellem de nermestliggende
akvakulturbrug, nerhed til slagterier, kontaktbrug, arter p& akvakulturbrugene, opdratspraksis pd de bererte
og pd de nzrmestliggende akvakulturbrug, de hydrodynamiske betingelser og andre faktorer af
epidemiologisk signifikans.

Ved oprettelsen af beskyttelses- og overvdgningszonerne galder folgende minimumskrav for sd vidt angar
disse zoners geografiske afgransning:

i) Der skal oprettes en beskyttelseszone i umiddelbar narhed af et akvakulturbrug, der officielt er erkleret
inficeret med KHV, og den skal svare til hele afvandingsomrddet for det akvakulturbrug, der officielt er
erkleret inficeret med KHV; den kompetente myndighed kan begrense zonens udstrakning til dele af
afvandingsomrédet, forudsat at dette ikke forringer forebyggelsen af spredningen af KHVD.

ii) Der skal oprettes en overvdgningszone uden om beskyttelseszonen, og den skal svare til et udvidet
omrdde uden om den oprettede beskyttelseszone.
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b) P4 alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF inden for
beskyttelseszonen, og som ikke officielt er erkleret inficeret med KHV, skal der foretages en officiel
undersggelse, der mindst omfatter folgende elementer:

i) indsamling af prever med henblik pd undersogelse af 10 fisk, hvis der konstateres kliniske tegn eller
obduktionsfund, der tyder pd KHVD, eller 30 fisk, hvis der ikke konstateres kliniske tegn eller
obduktionsfund

ii) én sundhedsinspektion; pé de akvakulturbrug, hvor de i punkt IIl.2 omhandlede test har givet negativt
resultat; der skal fortsat foretages sundhedsinspektioner én gang om mdaneden pd den darstid, hvor
vandtemperaturen forventes at nd > 15 °C, indtil beskyttelseszonen ophaves i overensstemmelse med
punkt 1.2.2.1, litra c).

¢) Alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med KHYV, skal temmes, rengores, desinficeres og
udtages af drift. De skal vare udtaget af drift i mindst seks uger. Nar alle akvakulturbrug, der officielt er
erkleeret inficeret, inden for samme beskyttelseszone er blevet temt, skal de vaere udtaget af drift samtidigt i
mindst tre uger. Dette afsnit finder ogsd anvendelse pd nye akvakulturbrug, der officielt erklaeres inficeret i
forbindelse med gennemforelsen af udryddelsesprogrammet.

Nér de akvakulturbrug, der officielt er erkleeret inficeret, udtages af drift, skal beskyttelseszonerne omdannes
til overvdgningszoner.

Den kompetente myndighed kan beslutte, at andre akvakulturbrug inden for de oprettede beskyttelses- og
overvagningszoner skal tommes, rengores, desinficeres og udtages af drift. P4 grundlag af en risikoanalyse i
hvert enkelt tilfaelde afger den kompetente myndighed, hvor leenge brugene skal udtages af drift.

d) P4 alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med KHV, og pé alle andre akvakulturbrug, der er
udtaget af drift, inden for de oprettede beskyttelses- og overvdgningszoner, skal nytilferslen af fisk:

i) ske med fisk fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for si vidt angar
KHVD eller

ii) i en overgangsperiode indtil 31. december 2020 ske med fisk fra medlemsstater, zoner eller segmenter
med et godkendt KHVD-overvigningsprogram.

Nytilfarslen ma forst finde sted, ndr alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med KHV, er blevet
temt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift i overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra c).

e) Alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i den
medlemsstat, den zone eller det segment, der er omfattet af udryddelsesprogrammet, og, hvis der kraeves
overvagning i vildtlevende populationer, proveudtagningssteder udvalgt i overensstemmelse med punkt 1.1
skal efterfolgende vaere omfattet af mindst det overvagningsprogram, der er fastsat i punkt 1.2.1.

1.2.2.2. Krav vedrerende generhvervelse af status som sygdomsfri for indlandssegmenter, der omfatter et enkelt
akvakulturbrug, der tidligere officielt har vaeret erkleret frit for KHVD

Et indlandssegment, der omfatter et enkelt akvakulturbrug, som har en sundhedsstatus i kategori I for s& vidt
angdr KHVD, og hvis sundhedsstatus for sd vidt angdr KHVD er uafthengig af de omkringliggende naturlige
vandomréder, jf. del II, punkt 3, i bilag V til direktiv 2006/88/EF, og hvis sundhedsstatus i kategori I er blevet
trukket tilbage i overensstemmelse med artikel 53, stk. 3, i samme direktiv, kan generhverve sin sundhedsstatus i
kategori I for sd vidt angdr KHVD, umiddelbart efter at den kompetente myndighed har bekreftet, at det
opfylder folgende betingelser:

a) Det er blevet tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har veeret udtaget af drift i mindst seks uger.

b) Nytilforslen af fisk er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I eller
segmenter med et godkendt KHVD-overvdgningsprogram (sundhedsstatus i kategori II).
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[3.  Searlige krav vedrerende opretholdelse af en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr KHVD

Hvis der kraves malrettet overvdgning for at opretholde en sundhedsstatus i kategori I, jf. artikel 52 i direktiv
2006/88|EF, skal alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til samme direktiv, i
den/det berorte medlemsstat, zone eller segment underkastes sundhedsinspektioner og preveudtagning i
overensstemmelse med tabel 2.B i afsnit IIl i denne del, idet der tages hensyn til brugets risikoniveau med
hensyn til indslaebning af KHV.

For segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr KHVD, som er beliggende i indlandsomrdder
og omfatter et eller flere akvakulturbrug, og hvis sundhedsstatus for sd vidt angdr KHVD er afhangig af
sundhedsstatussen for denne listeopforte sygdom i de omkringliggende naturlige vandomrdder, jf. del II,
punkt 2, i bilag V til direktiv 2006/88/EF, skal hyppigheden af sundhedsinspektioner svare til det antal, der er
anfort for risikoniveauet hejt i tabel 2.C.

I medlemsstater, zoner eller segmenter, i hvilke der er et begreenset antal akvakulturbrug, og hvor madlrettet
overvagning pd disse akvakulturbrug ikke giver tilstraekkelige epidemiologiske data, skal overvégningsord-
ningerne med henblik pd opretholdelse af status som sygdomsfri omfatte proveudtagningssteder udvalgt i
overensstemmelse med kravene i punkt L.1.

Disse proveudtagningssteder skal underkastes inspektioner og preveudtagninger efter en rotationsordning
(50 % af preveudtagningsstederne pr. ar). Preveudtagningen skal foretages i overensstemmelse med tabel 2.C. i
afsnit III. Proverne skal udvealges, praepareres og undersgges som beskrevet i afsnit II, og laboratorieundersg-
gelserne skal give negative resultater med hensyn til forekomst af KHVD-agens.

Statussen som sygdomsfri opretholdes kun, sd lenge alle prover undersagt ved hjelp af diagnosemetoderne i
punkt IL2 giver negative resultater for KHVD, og enhver mistanke om KHVD er blevet udelukket i
overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt IIL.2.

L4.  Sarlige krav vedrerende ophavelse af foranstaltninger mod spredning af sygdom, jf. artikel 39 i direktiv
2006/88EF, med henblik pd at opnd en sundhedsstatus i kategori III for sd vidt angdr KHVD i medlemsstater,
segmenter eller zoner, som har en sundhedsstatus i kategori V

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sd vidt angdr KHVD, kan
opnd en sundhedsstatus i kategori III for sd vidt angdr denne listeopferte sygdom, forudsat at:

a) de krav, der er fastsat i punkt 1.2.2.1, litra a), b) og c), er opfyldt. Hvis udtagning af drift ikke er teknisk
mulig, skal de berorte akvakulturbrug geres til genstand for en alternativ foranstaltning, som giver naesten
samme garanti for, at KHV er udryddet i brugets miljo

b) nytilferslen af fisk pd alle akvakulturbrug, der officielt er erklaret inficeret, og pd alle andre akvakulturbrug,
der er udtaget af drift/har veeret genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a), i de oprettede
beskyttelses- og overvigningszoner er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i
kategori [, II eller III for s& vidt angdr KHVD

¢) nytilferslen forst har fundet sted, efter at alle akvakulturbrug, der officielt er erklaeret inficeret, er blevet tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift/gjort til genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a).
IL. Diagnose- og proveudtagningsmetoder i forbindelse med overvigning for at opnd og opretholde status som
sygdomsfri for sd vidt angdr KHVD

II.1. Praver

Det vavsmateriale, der skal undersoges, skal bestd af dele af galler og nyre. Organstykker fra hgjst to fisk kan
udgere en samleprove.

I.2.  Diagnosemetoder i forbindelse med overvdgning for at opnd og opretholde status som sygdomsfri for sd vidt
angar KHVD

Diagnosemetoden med henblik pd at opna eller opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angdr KHVD skal
vare realtids-PCR (qPCR) i overensstemmelse med de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i bilag II,
del 2, punkt II.
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1L Diagnose- og preveudtagningsmetoder i forbindelse med officielle undersggelser med henblik pa at bekrafte eller

udelukke mistanke om KHVD

IIL.1.  Prever
Det vaevsmateriale, der skal undersages, skal bestd af dele af galler og nyre. Organstykker fra hgjst to fisk kan
udgere en samleprove.

[1.2.  Officielle undersogelses- og diagnosemetoder med henblik pé at udelukke og bekrafte forekomst af infektion

med KHV

Hvis mistanke om forekomst af KHVD skal bekraftes eller udelukkes i overensstemmelse med artikel 28 i
direktiv 2006/88/EF, skal folgende procedure for inspektion, preveudtagning og undersegelse overholdes:

a) Den officielle undersagelse skal omfatte mindst én sundhedsinspektion og én preveudtagning af 10 fisk, hvis
der konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund, der tyder pé infektion med KHYV, eller mindst 30 fisk, hvis
der ikke konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund. Preverne underseges ved hjalp af diagnosemetoden i
litra b) i overensstemmelse med de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i bilag II, del 2, punkt IL

b) Forekomst af infektion med KHV betragtes som bekreeftet, hvis KHV pavises ved PCR;

mistanke om forekomst af KHVD kan udelukkes, hvis denne undersegelse ikke afslorer yderligere tegn pa
forekomst af KHV.

Tabel 2.A

Overvigningsordning for zoner og segmenter i den todrige kontrolperiode forud for opndelse af status som
sygdomsfri for si vidt angdr KHVD, jf. punkt 1.2.1

Antal Kliniske
inspektioner pr. ar
(i to ar)

Antal laborato-
rieundersegelser
pr. &r (i to ar)

Antal fisk i proven

Akvakulturbrug/prove-
udtagningssteder

De forste to dr i overvdgningspe-
rioden

75 ()

Maksimalt antal fisk pr. samleprove: 2

(") Der skal udtages prover fra det antal fisk, der sikrer pdvisning af KHV med en konfidens pd 95 % ved en udgangspravalens pd 5 %.

Tabel 2.B

Overvagningsordning for zoner og segmenter i den firedrige kontrolperiode forud for opndelse af status som
sygdomsfri for si vidt angdr KHVD, jf. punkt 1.2.1

Antal Kliniske Antal laborato-
inspektioner rieundersogelser Antal fisk i proven
pr. ar pr. ar
Akvakulturbrug/preve- | De forste to ar i overvigningspe- 1 1 30
udtagningssteder rioden
Akvakulturbrug/preve- | De sidste to ar i overvdgningspe-
. . 2 2 30
udtagningssteder rioden
Maksimalt antal fisk pr. samleprove: 2
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Tabel 2.C

Overvagningsordning for zoner eller segmenter med henblik pd at opretholde status som sygdomsfri for s&
vidt angir KHVD, jf. punkt L3

Risikoniveau Antal sundhedsinspektioner Antal fisk i proven
Hojt 2 pr.ar 30
Middel 1 pr. ar 30
Lavt 1 hvert 2. &r 30

Maksimalt antal fisk pr. samleprove: 2

Tabel 2.D

Overvigningsordning med henblik pd at opretholde status som sygdomsfri for si vidt angér KHVD i
medlemsstater, zoner eller segmenter, hvor der er et begrenset antal akvakulturbrug, og hvor maélrettet
overvagning pa disse brug ikke giver tilstreekkelige epidemiologiske data, jf. punkt 1.3

Antal Kliniske jnspektioner Antal laboratorifundersesgelser Antal fisk i proven
pr. &r pr. ir
Prgveudtagningssteder 1 hvert 2. &r 1 hvert 2. &r 30

Maksimalt antal fisk pr. samleprove: 2

DEL 3

OVERVAGNING AF OG BEK EMPELSESMETODER FOR INFEKTI@S LAKSEANAMI (ISA)

L Krav til overvignings- og udryddelsesprogrammer med henblik pi at opnd og opretholde status som sygdomsfri for
sd vidt angér ISA og foranstaltninger mod spredning af infektion med HPR-deleteret ISAV

L1. Generelle krav

Hvis der i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i bilag V til direktiv 2006/88/EF skal foretages sundhedsin-
spektioner og preveudtagninger pa akvakulturbrug mere end én gang om dret, skal der vaere sé lang tid som
muligt mellem sundhedsinspektionerne eller preveudtagningerne.

Hvis der kreeves madlrettet overvagning i vildtlevende populationer i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i
bilag V til direktiv 2006/88/EF, skal antallet og den geografiske fordeling af preveudtagningsstederne fastsattes
sdledes, at der opnds en rimelig dackning af medlemsstaten, zonen eller segmentet. Proveudtagningsstederne skal
ligeledes veare reprasentative for de forskellige ekosystemer, hvor der findes vildtlevende modtagelige
populationer.

Alle produktionsenheder som f.eks. damme og tanke skal underkastes sundhedsinspektioner for forekomst af
dede og svage fisk eller fisk med unormal adferd. Opmarksomheden skal navnlig rettes mod vandudled-
ningsomrédet, hvor de svage fisk har tendens til at samles pa grund af vandstremmen.
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De fisk, der skal indsamles som prever, udvalges pa folgende made:

a) Kun deende eller nyligt dede fisk (som ikke er gdet i oplesning) udvalges; navnlig fisk med tegn pd ansemi,
bladninger eller med andre kliniske tegn, der tyder pa kredslebsforstyrrelser, skal prioriteres i forbindelse
med udvelgelsen.

b) Huvis atlantisk laks er blandt de modtagelige arter pa stedet, skal prover fra atlantisk laks prioriteres. Hvis der
ikke er atlantisk laks pd akvakulturbruget, udtages prever af andre modtagelige arter.

¢) Ved benyttelse af mere end én vandkilde til fiskeproduktion skal der medtages fisk fra alle vandkilder i
proven.

d) De udvalgte fisk skal omfatte fisk, der indsamles pd en sidan mdde, at alle produktionsenheder som
f.eks. netbure, tanke og damme og alle drgange er proportionalt representeret i proven.

[2.  Searlige krav vedrerende opnaelse af en sundhedsstatus i kategori I for s vidt angér ISA
1.2.1.  Overvagningsprogrammer

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori III, jf. del B i bilag III til direktiv
2006/88|EF, for si vidt angdr ISA, kan opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopferte
sygdom, hvis alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til samme direktiv, i
medlemsstaten, zonen eller segmentet opfylder de relevante krav i bilag V til samme direktiv, og alle disse
akvakulturbrug og, hvis det kraves i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i bilag V til direktivet, preveudtag-
ningssteder i vildtlevende populationer, der er udvalgt i overensstemmelse med navnte punkt, har veret
omfattet af folgende overvdgningsprogram:

a) Akvakulturbrugene eller proveudtagningsstederne skal have vearet omfattet af sundhedsinspektioner og
proveudtagninger i mindst to pd hinanden folgende ar som fastsat i tabel 3.A i afsnit II.

b) Ilebet af denne todrige periode skal undersogelse af alle prover ved hjelp af diagnosemetoderne i punkt I1.2
have givet negative resultater for HPR-deleteret ISAV, og enhver mistanke om ISA skal vare blevet udelukket
i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt IL.3.

¢) Hvis det i forbindelse med gennemforelsen af overvigningsprogrammet bekreeftes, at der er ISA pd et
akvakulturbrug, der er omfattet af overvdgningsprogrammet, og dets sundhedsstatus i kategori II derfor er
blevet trukket tilbage, skal der veare blevet gennemfort et udryddelsesprogram i overensstemmelse med
punkt 1.2.2.

1.2.2.  Udryddelsesprogrammer
1.2.2.1. Generelle krav

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for s& vidt angdr ISA, kan
opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopferte sygdom, hvis alle akvakulturbrug, der
holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88EF, i medlemsstaten, zonen eller segmentet
har vaeret omfattet af et udryddelsesprogram, der opfylder folgende litra a)-e):

a) De minimumsbekaempelsesforanstaltninger, der er fastsat i kapitel V, afdeling 3, i direktiv 2006/88/EF, skal
vare blevet effektivt anvendt, og der skal navnlig vare blevet oprettet en afsparringszone, jf. artikel 32,
litra b), i samme direktiv, som omfatter en beskyttelseszone og en overvdgningszone, i nerheden af det eller
de akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med HPR-deleteret ISAV eller bekraeftet ISA.

Afspaerringszonen skal vaere blevet fastlagt fra sag til sag under hensyntagen til faktorer, der péavirker risiciene
for spredning af ISA til opdrattede eller vildtlevende fisk som f.eks.: antal, procentdel og fordeling af dede
fisk pd det akvakulturbrug, der er inficeret med HPR-deleteret ISAV eller bekraftet ISA, afstanden til og
tetheden mellem de narmestliggende akvakulturbrug, nerhed til slagterier, kontaktbrug, arter pa
akvakulturbrugene, opdratspraksis pd de berorte og pé& de narmestliggende akvakulturbrug, de
hydrodynamiske betingelser og andre faktorer af epidemiologisk signifikans.
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Ved oprettelsen af beskyttelses- og overvdgningszonerne galder folgende minimumskrav for sd vidt angar
disse zoners geografiske afgraeensning:

i) Der skal oprettes en beskyttelseszone i umiddelbar narhed af et akvakulturbrug, der officielt er erklaret
inficeret med ISA, og den skal svare til:

1) i kystomrdder: et omrade i en cirkel med en radius, der mindst svarer til én tidevandsbevegelse eller
mindst er pd 5 km, alt efter hvad der er storst, med centrum pd det akvakulturbrug, der officielt er
erkleret inficeret med ISA, eller et tilsvarende omrdde fastlagt pd grundlag af passende
hydrodynamiske eller epidemiologiske data

2) i omrdder inde i landet: hele afvandingsomrddet for det akvakulturbrug, der officielt er erklaeret
inficeret med ISA; den kompetente myndighed kan begreense zonens udstraekning til dele af
afvandingsomradet, forudsat at dette ikke forringer forebyggelsen af spredningen af ISA.

ii) Der skal oprettes en overvdgningszone uden om beskyttelseszonen, og den skal svare til:

1) i kystomrader: et omrdde omkring beskyttelseszonen omfattende overlappende tidevandsudbredelser
eller et omrdde i en cirkel omkring beskyttelseszonen med en radius pd 10 km fra beskyttelseszonens
centrum, eller et tilsvarende omrdde fastlagt pd grundlag af passende hydrodynamiske eller
epidemiologiske data eller

2) i omrader inde i landet: et udvidet omrade uden om den oprettede beskyttelseszone.

b) P4 alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF inden for
beskyttelseszonen, og som ikke officielt er erkleret inficeret med ISA, skal der foretages en officiel
undersggelse, der mindst omfatter folgende elementer:

i) indsamling af prover med henblik pd undersogelse af mindst 10 deende fisk, hvis der konstateres kliniske
tegn eller obduktionsfund, der tyder pd ISA, eller mindst 30 fisk, hvis der ikke konstateres kliniske tegn
eller obduktionsfund.

ii) én sundhedsinspektion; pa de akvakulturbrug, hvor de undersogelser, der er omhandlet i nr. i), har givet
negative resultater, skal der fortsat foretages sundhedsinspektioner én gang om madneden, indtil beskyttel-
seszonen ophaves i overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra c).

¢) Alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med HPR-deleteret ISAV eller bekraftet ISA, skal
tommes, rengeres, desinficeres og wudtages af drift i mindst tre méneder. Beskyttelses- og
overvagningszonerne kan ophaves, ndr alle akvakulturbrug i beskyttelseszonen er temt, rengjort og
desinficeret og derpd samtidigt har vaeret udtaget af drift i mindst seks uger.

Naér de akvakulturbrug, der officielt er erklaeret inficeret, udtages af drift, skal beskyttelseszonerne omdannes
til overvagningszoner.

Den kompetente myndighed kan beslutte, at andre akvakulturbrug inden for de oprettede beskyttelses- og
overvagningszoner skal temmes, rengeres, desinficeres og udtages af drift. P4 grundlag af en risikoanalyse i
hvert enkelt tilfeelde afger den kompetente myndighed, hvor laenge disse akvakulturbrug skal veere udtaget af
drift.

d) Pa alle akvakulturbrug, der officielt er erklaeret inficeret med HPR-deleteret ISAV eller bekreaftet ISA, og pd
alle andre akvakulturbrug, der er udtaget af drift inden for de oprettede beskyttelses- og overvigningszoner,
skal nytilferslen af fisk ske fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for sd
vidt angdr ISA.

Nytilforslen ma forst finde sted, nér alle akvakulturbrug, der officielt er erklaret inficeret, er blevet tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift i overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra ).

e) Alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i den
medlemsstat, den zone eller det segment, der er omfattet af udryddelsesprogrammet, og, hvis der kraeves
overvagning i vildtlevende populationer, preveudtagningssteder i overensstemmelse med punkt .1 skal
efterfolgende vere omfattet af den overvdgningsordning, der er fastsat i punkt 1.2.1.
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1.2.2.2. Krav vedrerende generhvervelse af status som sygdomsfri for indlandssegmenter, der omfatter et enkelt
akvakulturbrug, som tidligere har haft en sundhedsstatus i kategori I

Et indlandssegment, der omfatter et enkelt akvakulturbrug, som har en sundhedsstatus i kategori I for s& vidt
angdr ISA, og hvis sundhedsstatus er uafhaengig af de omkringliggende naturlige vandomréder, jf. del II, punkt 3,
i bilag V til direktiv 2006/88/EF, og hvis sundhedsstatus i kategori I er blevet trukket tilbage i overensstemmelse
med artikel 53, stk. 3, i samme direktiv, kan generhverve sin sundhedsstatus i kategori I, umiddelbart efter at
den kompetente myndighed har bekraftet, at det opfylder felgende betingelser:

a) Det er blevet tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har veret udtaget af drift i mindst seks uger.

b) Nytilforslen af fisk er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for sd
vidt angdr ISA.

L.3. Minimumsbekaempelsesforanstaltninger for opretholdelse af en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angér ISA

Hvis der kraeves maélrettet overvigning for at opretholde en sundhedsstatus i kategori I, jf. artikel 52 i direktiv
2006/88/EF, skal alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til samme direktiv, i
den/det berorte medlemsstat, zone eller segment underkastes sundhedsinspektioner og preveudtagning i
overensstemmelse med tabel 3.B (!) i afsnit II i denne del, idet der tages hensyn til brugets risikoniveau med
hensyn til indsleebning af ISA.

Ved fastlaeggelsen af hyppigheden af sundhedsinspektioner for segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for
sé vidt angdr ISA, som er placeret i indlandsomrader, og hvis sundhedsstatus for sd vidt angdr ISA er afthengig af
sundhedsstatussen i de omkringliggende naturlige vandomrader, der huser atlantisk laks (Salmo salar), anses
risikoen for indslaebning af ISA for at vaere hgj.

Statussen som sygdomsfri for si vidt angdr ISA opretholdes kun, sd leenge alle prover undersogt ved hjelp af
diagnosemetoderne i punkt IL.2 har givet negative resultater for HPR-deleteret ISAV, og enhver mistanke om ISA
er blevet udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt IL.3.

L4, Sarlige krav vedrerende opndelse af en sundhedsstatus i kategori III for sd vidt angdr HPR-deleteret ISAV i
medlemsstater, zoner eller segmenter, der hidtil har haft en sundhedsstatus i kategori V

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for s& vidt angdr ISA, kan
opnd en sundhedsstatus i kategori III, forudsat at:

a) de krav, der er fastsat i punkt 1.2.2.1, litra a), b) og ¢), er opfyldt. Hvis udtagning af drift ikke er teknisk
mulig, skal akvakulturbrugene gores til genstand for en alternativ foranstaltning, som giver nasten samme
garanti for, at ISAV er udryddet i brugets miljg

b) nytilferslen af fisk pé alle akvakulturbrug, der officielt er erklaret inficeret, og pé alle andre brug, der er
udtaget af drift eller har vearet genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a), i de oprettede
beskyttelses- og overvigningszoner er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i
kategori [, II eller III for sd vidt angdr ISA

¢) nytilferslen forst har fundet sted, efter at alle akvakulturbrug, der officielt er erklaret inficeret, er blevet tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift/gjort til genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a)

d) der ikke har veret bekraftet HPR-deleteret ISAV i lgbet af den todrige periode, der folger efter afslutningen af
de foranstaltninger, der er omhandlet i litra a), b) og c), og at mistanke i denne periode er blevet udelukket i
overensstemmelse med de procedurer, der er fastsat i punkt IL3.

(") Gealder ikke for akvakulturbrug, der kun opdratter regnbueorred (Onchorhynchus mykiss) eller haverred (Salmo trutta) eller begge, og hvor
vandforsyningen udelukkende er baseret pa ferskvandskilder, der ikke huser atlantisk laks (Salmo salar).
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IL. Diagnosemetoder og officielle undersogelser
IL1.  Prever
Folgende vavsmateriale undersoges:
a) histologi: hovednyre, lever, hjerte, bygspytkirtel, tarm, milt og geeller
b) immunhistokemi: mellemnyre og hjerte inklusive hjerteklapper og bulbus arteriosus
¢) RT-gPCR-analyse: mellemnyre og hjerte
d) viruskultur: mellemnyre, hjerte, lever og milt.

Organstykker fra hejst fem fisk kan udgere en samleprove.

[.2.  Diagnosemetoder med henblik pd at opnd eller opretholde status som sygdomsfri for s& vidt angér ISA

De diagnosemetoder, der skal anvendes for at opnd eller opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angédr ISA
i overensstemmelse med punkt 12 og 13, er RT-qPCR efterfulgt af sekventering af positive prover i
overensstemmelse med de detaljerede metoder og procedurer i bilag II, del 3.

I tilfelde af et positivt resultat af RT-qPCR skal yderligere prever undersoges for gennemforelsen af de
indledende bekaeempelsesforanstaltninger, jf. artikel 28 i direktiv 200688 /EF.

Disse prover skal undersgges som folger i overensstemmelse med de detaljerede metoder og procedurer, der er
fastsat i bilag II, del 3:

a) screening af proverne ved hjelp af RT-qPCR, herunder sekventering af HE-genet for at fastsld deletioner
i HPR

0g

b) undersegelse i vavspraparater ved hjalp af specifikke antistoffer mod ISAV (dvs. IHC pé fikserede snit eller
[FAT pa vaevsaftryk) eller

¢) isolation og identifikation af ISAV i cellekultur fra mindst én preve af en hvilken som helst fisk pd bruget.

I.3.  Officielle undersogelses- og diagnosemetoder med henblik pa at udelukke eller bekrafte forekomst af ISA

Nér mistanke om forekomst af ISA skal bekreaftes eller udelukkes i overensstemmelse med artikel 28 i direktiv
2006/88|EF, skal falgende procedure for inspektion, preveudtagning og undersegelse overholdes:

a) Den officielle undersggelse skal omfatte mindst én sundhedsinspektion og én preveudtagning af 10 dgende
fisk, hvis der konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund, der tyder p& ISA. Hvis der ikke konstateres
kliniske tegn eller obduktionsfund, der tyder pd ISA, skal sundhedsinspektionen folges af malrettet
proveudtagning af mindst 30 deende fisk eller nyligt dede fisk med normal konstitution i overensstemmelse
med punkt L1. Preverne underseges i overensstemmelse med diagnosemetoderne i litra b).

b) I tilfelde af et positivt resultat af RT-gPCR for HPR-deleteret ISAV skal yderligere prever undersoges for
gennemforelsen af de indledende bekampelsesforanstaltninger, jf. artikel 28 i direktiv 2006/88/EF. Mistanke
om infektion med ISA skal bekraftes i overensstemmelse med folgende kriterier ved hjalp af de detaljerede
metoder og procedurer, der er fastsat i bilag II, del 3:

i) pavisning af ISAV ved hjelp af RT-qPCR, herunder sekventering af HE-genet for at fastsld deletioner i
HPR, og pévisning af ISAV i vavspraparater ved hjalp af specifikke antistoffer mod ISAV (dvs. IHC pd
fikserede snit eller IFAT pé veevsaftryk)

eller
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ii) pavisning af ISAV ved hjelp af RT-qPCR, herunder sekventering af HE-genet for at fastsld deletioner i

HPR, og

isolation og identifikation af ISAV i cellekultur fra mindst én preve af en hvilken som helst fisk pa bruget.

¢) Hvis der konstateres kliniske, tydelige patologiske forandringer eller histopatologiske fund, der tyder pé ISA,
skal fundene bekraftes ved viruspavisning ved hjelp af to diagnosemetoder med selvsteendige pévisnings-
principper, f.eks. RT-qPCR og IHC, i overensstemmelse med bilag II, del 3.

Mistanke om ISA kan udelukkes, hvis undersagelser og inspektioner i en periode pd 12 maneder fra datoen
for mistanken ikke afslorer yderligere tegn pé forekomst af ISA.

Tabel 3.A

Overvagningsordning for zoner og segmenter i den todrige kontrolperiode forud for opndelse af status som
sygdomsfri for si vidt angar ISA, jf. punkt 1.2.1

Antal sundhedsinspektioner

Antal laboratorieundersggelser

Antal fisk til preveudtagning

Overvagningsar pr. &r (i to 4r) pr. &r (i to &r) pr. ar
Ar 1 6 2 (1) 2*75()
Ar2 6 2() 22750

(") Prover skal indsamles og opbevares samt undersoges i lobet af to arlige undersogelsesperioder af en méaneds varighed hver (dvs.
forar og efterér), eller ndr det er hensigtsmaessigt ud fra praktiske overvejelser.
() Maksimalt antal fisk pr. samleprove: 5.

Tabel 3.B

Overvagningsordning for zoner eller segmenter med henblik pd at opretholde status som sygdomsfri for s&
vidt angdr ISA, jf. punkt L3 (3

Risikoniveau

Antal sundhedsinspektioner

Antal laboratorieundersggelser

Antal fisk til preveudtagning

pr. ar pr. ar pr. ar
Hojt 2 20) 2% 30
Middel 1 109 30
Lavt 1 hvert 2. &r 1 hvert 2. &r 30 hvert 2. ar

(") Prover skal indsamles og undersoges i lobet af to arlige undersogelsesperioder af en méneds varighed hver (dvs. fordr og efterér), el-
ler ndr det er hensigtsmessigt ud fra praktiske overvejelser.

() Gelder ikke for akvakulturbrug, der kun opdratter regnbuesrred (Onchorhynchus mykiss) eller haverred (Salmo trutta) eller begge, og
hvor vandforsyningen udelukkende er baseret pé ferskvandskilder, der ikke huser atlantisk laks (Salmo salar).

DEL 4

OVERVAGNING AF OG BEK AMPELSESMETODER FOR INFEKTION MED MARTEILIA REFRINGENS

L Krav til overvagnings- og udryddelsesprogrammer med henblik pa at opnd og opretholde status som sygdomsfri for si
vidt angdr infektion med Marteilia refringens

I.L1.  Generelle krav

Sundhedsinspektioner og, hvis det er relevant, preveudtagning til laboratorieundersogelse skal foretages pd den tid
af dret, hvor forekomsten af parasitten i medlemsstaten, zonen eller segmentet vides at veere storst. Foreligger der
ingen sddanne data, skal preveudtagningen foretages, lige efter at vandtemperaturen har oversteget 17 °C.
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Hvis der skal udtages prover af bleddyr i overensstemmelse med del 4, finder folgende kriterier anvendelse:

a) Hvis Ostrea spp. og Mytilus spp. forekommer i produktionsenhederne eller produktionsomradet, skal de to
slegter vere ligeligt reprasenteret i proverne. Hvis der kun forekommer en af disse slaegter, udtages der prover
af denne slegt. Hvis hverken Ostrea- eller Mytilus-slaegten forekommer, skal preven veare reprasentativ for alle
andre modtagelige arter pa stedet.

b) Hvis der forekommer svage bleddyr, bleddyr med dbne skaller eller nyligt dede bleddyr (som ikke er gdet i
oplesning) i produktionsenhederne, udvelges forst og fremmest disse bleddyr. Forekommer der ikke sddanne
bladdyr, udvelges de «ldste sunde bladdyr.

¢) Ved udtagning af prever i akvakulturbrug med opdret af bladdyr, hvor der anvendes mere end én vandkilde til
produktion af bleddyr, skal der indgd bleddyr fra alle vandkilder i proven, saledes at alle dele af bruget er
proportionalt reprasenteret i preven.

d) Ved udtagning af prever fra omrider med opdrat af bleddyr skal preven omfatte bladdyr fra et tilstreekkeligt
antal preveudtagningssteder, siledes at alle dele af omrddet med opdraet af bleddyr er proportionalt
reprasenteret i proven. De vigtigste faktorer, der skal tages i betragtning ved udvalgelsen af disse preveudtag-
ningssteder, er preveudtagningssteder, hvor der tidligere er blevet pavist Marteilia refringens, populationstathed,
vandstremme, forekomst af modtagelige arter, forekomst af vektorarter, vanddybde og driftspraksis. Naturlige
voksesteder skal indga i preveudtagningen.

1.2.  Searlige krav vedrerende opnéelse af en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr Marteilia refringens
1.2.1. Overvagningsprogrammer

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori III for sé vidt angdr infektion med
Marteilia refringens, kan opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopferte sygdom, hvis alle
akvakulturbrug eller omrdder med opdrat af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til
direktiv 2006/88/EF, i medlemsstaten, zonen eller segmentet har veret omfattet af mindst felgende
overvagningsprogram, der inkluderer sundhedsinspektioner og indsamling af prever til analyse.

Toarigt overvagningsprogram:

a) Akvakulturbrugene eller omrdderne med opdreet af bleddyr skal have veret omfattet af sundhedsinspektioner
og preveudtagninger i mindst to pd hinanden felgende ar som fastsat i tabel 4.A i afsnit II.

b) I lebet af denne todrige periode skal undersogelse af alle prover ved hjalp af diagnosemetoderne i punkt II.2
have givet negative resultater for Marteilia refringens, og enhver mistanke om Marteilia refringens skal vere blevet
udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt IL3.

¢) Hvis Ostrea edulis, Mytilus edulis eller Mytilus galloprovincialis fra en medlemsstat, en zone eller et segment med
en sundhedsstatus i kategori I skal medtages i preven, skal de vare blevet tilfert til akvakulturbruget eller
omrddet med opdrat af bleddyr senest det fordr, der gar lige forud for den periode, hvor overvignings-
programmet gennemfores.

1.2.2. Udryddelsesprogrammer

I de fleste tilfelde anses det for umuligt at udrydde Marteilia refringens, men hvis medlemsstaten vurderer, at det
kan lade sig gore, skal folgende model for et udryddelsesprogram anvendes.

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sa vidt angdr infektion med
Marteilia refringens, kan opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopferte sygdom, hvis alle
akvakulturbrug eller omrader med opdrat af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til
direktiv 2006/88/EF, i denne medlemsstat, denne zone eller dette segment har varet omfattet af mindst felgende
udryddelsesprogram:

a) De foranstaltninger, der er fastsat i kapitel V, afdeling 3, i direktiv 2006/88/EF, skal vare blevet effektivt
anvendt, og der skal navnlig vaere blevet oprettet en afspeaerringszone, jf. artikel 32, litra b), i samme direktiv,
som omfatter en beskyttelseszone og en overvdgningszone, i narheden af det eller de akvakulturbrug eller det
eller de omrdder med opdret af bladdyr, der officielt er erkleret inficeret med Marteilia refringens.
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Afspaerringszonen skal vare blevet fastlagt fra sag til sag under hensyntagen til faktorer, der pavirker risiciene
for spredning af Marteilia refringens, som f.eks.: antal, alder, procentdel og fordeling af dede bleddyr pd det
akvakulturbrug eller i det omrade med opdrat af bleddyr, der er inficeret med Marteilia refringens, herunder
vildtlevende bleddyr, afstanden til og taetheden mellem de nermestliggende akvakulturbrug eller omréder med
opdreet af bleddyr, herunder vildtlevende bleddyr, nerhed til forarbejdningsvirksomheder, kontaktbrug eller
kontaktomrader med opdrat af bleddyr, de arter, navnlig modtagelige arter og vektorarter, der findes pa
akvakulturbrugene eller i omrdderne med opdret af bleddyr, opdratspraksis péfi de bererte og
narmestliggende akvakulturbrug og omrdder med opdrat af bleddyr, de hydrodynamiske betingelser og andre
faktorer af epidemiologisk signifikans.

Ved oprettelsen af beskyttelses- og overvagningszonerne gelder folgende minimumskrav:

i) Der skal oprettes en beskyttelseszone i umiddelbar narhed af et akvakulturbrug eller et omrdde med opdreat
af bleddyr, der officielt er erkleret inficeret med Marteilia refringens, og denne beskyttelseszone skal svare til
et omrade fastlagt pa grundlag af passende hydrodynamiske eller epidemiologiske data.

ii) Der skal oprettes en overvdgningszone uden om beskyttelseszonen, som skal svare til et omrdde omkring
beskyttelseszonen fastlagt pd grundlag af passende hydrodynamiske eller epidemiologiske data.

b) P4 alle akvakulturbrug og i alle omrdder med opdraet af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i
bilag IV til direktiv 2006/88/EF i beskyttelseszonen, og som ikke officielt er erkleeret inficeret med Marteilia
refringens, skal der foretages en officiel undersegelse, der mindst omfatter indsamling af prever med henblik pd
underspgelse af 150 bladdyr efter begyndelsen af overforselsperioden for Marteilia refringens. Kendes
overforselsperioden ikke, skal preveudtagningen pdbegyndes i perioden, efter at vandtemperaturen overstiger
17 °C.

¢) Alle akvakulturbrug og omrdder med opdret af bleddyr, der officielt er erkleret inficeret med Marteilia
refringens, skal tammes, udtages af drift og, hvis muligt, rengeres og desinficeres.

De skal vare udtaget af drift i mindst:

i) to méneder i tilfelde af akvakulturbrug og omréder med opdret af bleddyr med begraenset kontakt til de
omkringliggende vandomrader, f.eks. klaknings- og yngelanlag

ii) to méneder i tilfeelde af akvakulturbrug og omrdder med opdrat af bladdyr med ubegranset kontakt til de
omkringliggende vandomrdder, forudsat at de inficerede bloddyr af modtagelige arter og bladdyrene af
modtagelige arter med epidemiologiske forbindelser til det inficerede akvakulturbrug eller omrdde med
opdrat af bleddyr er hestet eller fjernet inden den periode af aret, hvor forekomsten af Marteilia refringens
vides at veere storst, eller, hvis denne ikke kendes, inden den periode, hvor vandtemperaturen overstiger
17 °C

iii) fjorten méneder i tilfelde af akvakulturbrug og omrider med opdret af bleddyr med ubegranset kontakt
til de omkringliggende vandomréder, forudsat at de inficerede bleddyr af modtagelige arter og bleddyrene
af modtagelige arter med epidemiologiske forbindelser til det inficerede akvakulturbrug eller omrdde med
opdret af bladdyr ikke er hestet eller fjernet inden den periode af aret, hvor forekomsten af Marteilia
refringens vides at veere storst, eller, hvis sddanne data ikke kendes, hvis bleddyr af modtagelige arter ikke er
blevet hastet eller fjernet inden den periode, hvor vandtemperaturen overstiger 17 °C.

Nar alle akvakulturbrug og omréder med opdraet af bleddyr, der officielt er erklaret inficeret, er tomt, skal de
vaere udtaget af drift samtidigt i mindst fire uger.

Den kompetente myndighed kan beslutte, at andre akvakulturbrug eller omrader med opdrat af bleddyr, alt
efter hvad der er relevant, inden for de oprettede beskyttelses- og overvigningszoner skal temmes, rengeres,
desinficeres og udtages af drift. P4 grundlag af en risikoanalyse i hvert enkelt tilfelde afgor den kompetente
myndighed, hvor leenge disse brug eller omrdder skal veere udtaget af drift.

d) P4 alle akvakulturbrug eller i alle omrdder med opdreet af bleddyr, der officielt er erkleret inficeret, og pé alle
andre akvakulturbrug eller i alle andre omrdder med opdrat af bleddyr, der er taget ud af drift inden for de
oprettede beskyttelses- og overvdgningszoner, skal nytilferslen af bleddyr ske fra medlemsstater, zoner eller
segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for s vidt angdr infektion med Marteilia refringens.
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Nytilforslen md forst finde sted, ndr alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret, har veeret tomt,
rengjort, desinficeret og udtaget af drift i overensstemmelse med punkt 1.2.2, litra c).

e) Alle akvakulturbrug og omrdder med opdrat af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV
til direktiv. 2006/88/EF, i den medlemsstat, den zone eller det segment, der er omfattet af udryddelses-
programmet, skal efterfolgende vere omfattet af den overvdgningsordning, der er fastsat i punkt 1.2.1 i
denne del.

1.3.  Searlige krav vedrerende opretholdelse af status som sygdomsfri (kategori I) for si vidt angdr infektion med
Marteilia refringens

Hvis der kraeves malrettet overvigning for at opretholde en sundhedsstatus i kategori I, jf. artikel 52 i direktiv
2006/88|EF, skal alle akvakulturbrug eller omrdder med opdret af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i
del 11 i bilag IV til samme direktiv, i den/det bergrte medlemsstat, zone eller segment underkastes sundhedsin-
spektioner og preveudtagning i overensstemmelse med tabel 4.B i afsnit II, idet der tages hensyn til risikoniveauet
for akvakulturbruget eller omradet med opdret af bleddyr med hensyn til indslaebning af Marteilia refringens.

Statussen som sygdomsfri kan kun opretholdes, sé leenge alle prover ved hjalp af diagnosemetoderne i punkt I1.2
har givet negative resultater for Marteilia refringens, og enhver mistanke om Marteilia refringens er udelukket i
overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt II.3.

1.4. Krav vedrerende ophavelse af foranstaltninger mod spredning af sygdom, jf. artikel 39 i direktiv 2006/88/EF
(eendring af sundhedsstatus fra kategori V til kategori III), for sd vidt angdr infektion med Marteilia refringens

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sd vidt angdr infektion med
Marteilia refringens, kan opnd en sundhedsstatus i kategori III for s& vidt angdr denne listeopforte sygdom, forudsat
at:

a) de krav, der er fastsat i punkt 1.2.2, litra a), b) og c), er opfyldt. Hvis udtagning af drift ikke er teknisk mulig,
skal akvakulturbrugene gores til genstand for en alternativ foranstaltning, som giver nasten samme garanti for,
at Marteilia refringens er udryddet i brugets milje

b) nytilferslen af fisk pa alle akvakulturbrug eller i alle omrdder med opdrat af bleddyr, der officielt er erkleeret
inficeret, og pd alle andre akvakulturbrug eller i alle andre omréder med opdret af bleddyr, der er udtaget af
drift/har veeret genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a), inden for de oprettede
beskyttelses- og overvigningszoner er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i
kategori I, II eller III for sd vidt angdr infektion med Marteilia refringens

¢) nytilferslen forst har fundet sted, efter at alle akvakulturbrug eller omréder med opdreet af bladdyr, der officielt
er erkleret inficeret, er blevet temt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift eller gjort til genstand for
alternative foranstaltninger i henhold til litra a)

d) der ikke har veeret bekraftet infektion med Marteilia refringens i lobet af den todrige periode, der folger efter
afslutningen af de foranstaltninger, der er omhandlet i litra a), b) og ¢), og at mistanke i denne periode er blevet
udelukket i overensstemmelse med de procedurer, der er fastsat i punkt IL.3.

II.  Diagnosemetoder og officielle undersogelser

II.1. Prever

Hele dyret skal indsendes til laboratoriet med henblik pa udferelse af de diagnostiske test i punkt I1.2 og II.3.

I.2. Diagnosemetoder med henblik pa at opna eller opretholde status som sygdomsfri for s& vidt angdr infektion med
Marteilia refringens

De diagnosemetoder, der skal anvendes for at opnd eller opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angar
infektion med Marteilia refringens i overensstemmelse med de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i bilag I,
del 4, er histopatologi, veevsaftryk eller PCR.
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Officielle undersogelser og diagnosemetoder med henblik pé at bekrafte forekomst af eller udelukke mistanke om
infektion med Marteilia refringens

Hvis mistanke om forekomst af infektion med Marteilia refringens skal bekreeftes eller udelukkes i henhold til
artikel 28 i direktiv 2006/88/EF, skal folgende procedurer for inspektion, preveudtagning og undersegelse
overholdes:

a) Den officielle undersogelse skal omfatte mindst én preveudtagning af 30 bleddyr af modtagelige arter, hvis
mistanken bygger pd en rapport om dedelighed, eller, hvis dette ikke er tilfaeldet, 150 bleddyr af modtagelige
arter efter begyndelsen af overferselsperioden for Marteilia refringens. Kendes overferselsperioden ikke, skal
proveudtagningen pabegyndes i perioden, efter at vandtemperaturen overstiger 17 °C.

b) Preverne undersoges ved hjelp af diagnosemetoderne i nr. i) i overensstemmelse med de detaljerede
diagnosemetoder og -procedurer i bilag II, del 4, afsnit I:

i) Forekomst af Marteilia refringens anses for bekraftet, hvis et positivt resultat opndet ved histopatologi,
veevsaftryk eller in situ-hybridisering er kombineret med et positivt resultat opndet ved PCR efterfulgt af
sekventering.

ii) Mistanke om infektion med Marteilia refringens kan udelukkes, hvis de undersggelser, der er omhandlet i
nr. i), ikke afslorer yderligere tegn pé forekomst af Marteilia refringens.

Tabel 4.A

Overvagningsordning for medlemsstater, zoner eller segmenter i kontrolperioden forud for opndelse af status

som sygdomsfri for sd vidt angdr Marteilia refringens, jf. punkt 1.2.1

Antal sundhediinspektioner Antal laboratorietlnderstzx- Antal bloddyr i proven
pr. ar gelser pr. r
Akvakulturbrugfomrdder med 1 1 150
opdret af bleddyr
Tabel 4.B

Overvagningsordning for medlemsstater, zoner eller segmenter med henblik pd at opretholde status som

sygdomsfri for sd vidt angdr Marteilia refringens, jf. punkt 1.3

Risikoniveau Antal sundhedsinspektioner | Antal laboratorieundersegelser Antal blgddyr i preven
Hoijt 1 pr. &r 1 hvert 2. ar 150
Middel 1 hvert 2. &r 1 hvert 2. &r 150
Lavt 1 hvert 2. &r 1 hvert 4. &r 150
DEL 5

OVERVAGNING AF OG BEK EMPELSESMETODER FOR INFEKTION MED BONAMIA OSTREAE

Krav til overvignings- eller udryddelsesprogrammer med henblik pd at opnd og opretholde status som sygdomsfri for
sd vidt angér infektion med Bonamia ostreae

Generelle krav
Sundhedsinspektioner og, hvis det er relevant, preveudtagning pd produktionsenheder skal foretages pd den tid af

aret, hvor forekomsten af Bonamia ostreae i medlemsstaten, zonen eller segmentet vides at vare storst. Foreligger
der ingen sddanne data, skal preveudtagningen foretages om vinteren eller forst pa foraret.



L 247)28

Den Europeaiske Unions Tidende 23.9.2015

[2.1.

[.2.2.

Hvis der skal udtages prover af bleddyr i overensstemmelse med del 5, finder folgende kriterier anvendelse:

a) Hvis der produceres Ostrea edulis, udtages der en prove bestdende udelukkende af osters af denne art. Hvis der
ikke forekommer Ostrea edulis, skal preven veere reprasentativ for alle andre modtagelige arter pa stedet.

b) Hvis der forekommer svage bleddyr, bladdyr med dbne skaller eller nyligt dede bleddyr (som ikke er gdet i
oplesning), udvelges forst og fremmest disse bleddyr. Forekommer der ikke sddanne bleddyr, udvelges de
aldste sunde bladdyr.

¢) Ved udtagning af prever i akvakulturbrug, hvor der anvendes mere end én vandkilde til produktion af bleddyr,
skal der indga bleddyr fra alle vandkilder i proven, sdledes at alle dele af bruget er proportionalt reprasenteret
i proven.

d) Ved udtagning af prever fra omrider med opdrat af bleddyr skal preven omfatte bladdyr fra et tilstreekkeligt
antal preveudtagningssteder. De vigtigste faktorer, der skal tages i betragtning ved udvelgelsen af disse
proveudtagningssteder, er steder, hvor der tidligere er blevet pévist Bonamia ostreae, populationstathed,
vandstremme, forekomst af modtagelige arter, forekomst af vektorarter, vanddybde og driftspraksis. Naturlige
voksesteder i eller i umiddelbar narhed af omrdder med opdreet af bleddyr skal indgé i preveudtagningen.

Sarlige krav vedrgrende opndelse af en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr Bonamia ostreae
Overvdgningsprogrammer

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori III for sd vidt angdr Bonamia ostreae,
kan atter opnd en sundhedsstatus i kategori I for si vidt angdr denne listeopferte sygdom, hvis alle
akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i medlemsstaten,
zonen eller segmentet har varet omfattet af mindst felgende overvdgningsprogram, der omfatter sundhedsin-
spektioner og indsamling af prever til analyse.

Todrigt overvdgningsprogram:

a) Akvakulturbrugene og omrdderne med opdreat af bladdyr, der holder modtagelige arter opfert i del Il i bilag IV
til direktiv 2006/88/EF, skal have varet omfattet af sundhedsinspektioner og preveudtagninger i mindst to pd
hinanden folgende ar som fastsat i tabel 5.A i denne del.

b) I lebet af denne todrige periode skal undersogelse af alle prover ved hjalp af diagnosemetoderne i punkt II.2
have givet negative resultater for Bonamia ostreae, og enhver mistanke om Bonamia ostreae skal vare blevet
udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt IL3.

¢) Hvis Ostrea edulis fra en medlemsstat, en zone eller et segment med en sundhedsstatus i kategori I skal
medtages i proven, skal de vaere blevet tilfert til akvakulturbruget eller omrddet med opdret af bleddyr senest
det efterdr, der gir lige forud for den periode, hvor overvdgningsprogrammet gennemfores.

Udryddelsesprogrammer

I de fleste tilfelde anses det for umuligt at udrydde Bonamia ostreae, men hvis medlemsstaten vurderer, at det kan
lade sig gore, skal folgende model for et udryddelsesprogram anvendes:

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for s vidt angdr Bonamia ostreae,
kan atter opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopforte sygdom, nér alle akvakulturbrug
eller omrdder med opdret af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv
2006/88/EF, i medlemsstaten, zonen eller segmentet har vaeret omfattet af mindst felgende udryddelsesprogram:

a) De minimumsbekampelsesforanstaltninger, der er fastsat i kapitel V, afdeling 3, i direktiv 2006/88/EF, skal
vare blevet effektivt anvendt, og der skal navnlig veere blevet oprettet en afspaerringszone, jf. artikel 32, litra b),
i samme direktiv, som omfatter en beskyttelseszone og en overvdgningszone, i narheden af det eller de
akvakulturbrug eller det eller de omrader med opdrat af bleddyr, der officielt er erkleeret inficeret med Bonamia
ostreae.
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Afspaerringszonen skal vare blevet fastlagt fra sag til sag under hensyntagen til faktorer, der pavirker risiciene
for spredning af denne listeopferte sygdom, som f.eks.: antal, procentdel, alder og fordeling af bleddyr pa det
akvakulturbrug eller i det omrdde med opdrat af bleddyr, der er inficeret med Bonamia ostreae, herunder
vildtlevende bleddyr, afstanden til og taetheden mellem de narmestliggende akvakulturbrug eller omréder med
opdreet af bleddyr, herunder vildtlevende bleddyr, nerhed til forarbejdningsvirksomheder, kontaktbrug eller
kontaktomrader med opdrat af bleddyr, de arter, navnlig modtagelige arter og vektorarter, der findes pa
akvakulturbrugene eller i omrdderne med opdret af bleddyr, opdratspraksis péfi de bererte og
narmestliggende akvakulturbrug eller omrdder med opdret af bleddyr, de hydrodynamiske betingelser og
andre faktorer af epidemiologisk signifikans.

Ved oprettelsen af beskyttelses- og overvagningszonerne gelder folgende minimumskrav:

i) Der skal oprettes en beskyttelseszone i umiddelbar nerhed af et akvakulturbrug eller et omrdde med opdreat
af bleddyr, der officielt er erklaret inficeret med Bonamia ostreae, og denne beskyttelseszone skal svare til et
omrdade fastlagt pd grundlag af passende hydrodynamiske eller epidemiologiske data.

ii) Der skal oprettes en overvdgningszone uden om beskyttelseszonen, som skal svare til et omrdde omkring
beskyttelseszonen fastlagt pd grundlag af passende hydrodynamiske eller epidemiologiske data.

b) Pi alle akvakulturbrug og i alle omrdder med opdret af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i
bilag IV til direktiv 2006/88/EF i beskyttelseszonen, og som ikke officielt er erkleret inficeret med Bonamia
ostreae, skal der foretages en officiel undersagelse, der mindst omfatter indsamling af prever med henblik pd
undersggelse af 150 bleddyr af modtagelige arter efter begyndelsen af overferselsperioden for Bonamia ostreae.
Kendes overfarselsperioden ikke, skal preveudtagningen pabegyndes om vinteren eller forst pa fordret.

¢) Alle akvakulturbrug og omrider med opdraet af bleddyr, der officielt er erkleeret inficeret med Bonamia ostreae,
skal temmes, udtages af drift og, hvis muligt, rengeres og desinficeres. Det skal vare udtaget af drift i mindst
seks maneder.

Nar alle akvakulturbrug eller omrdder med opdret af bleddyr, der officielt er erkleret inficeret, er temt, skal de
vaere udtaget af drift samtidigt i mindst fire uger.

Den kompetente myndighed kan beslutte, at andre akvakulturbrug eller omrdder med opdrat af bleddyr, alt
efter hvad der er relevant, inden for de oprettede beskyttelses- og overvigningszoner skal temmes, rengeres,
desinficeres og udtages af drift. P4 grundlag af en risikoanalyse i hvert enkelt tilfelde afgor den kompetente
myndighed, hvor leenge disse brug eller omrdder skal veere udtaget af drift.

d) Pa alle akvakulturbrug eller i alle omrader med opdrat af bleddyr, der officielt er erklaret inficeret, og pd alle
andre akvakulturbrug eller i alle andre omrdder med opdrat af bleddyr, der er taget ud af drift inden for de
oprettede beskyttelses- og overvdgningszoner, skal nytilferslen af bleddyr ske fra medlemsstater, zoner eller
segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for s vidt angdr infektion med Bonamia ostreae. Nytilforslen mé
forst finde sted, nér alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret, er blevet temt, rengjort, desinficeret
og udtaget af drift i overensstemmelse med punkt 1.2.2, litra c).

e) Alle akvakulturbrug og omrédder med opdrat af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV
til direktiv 2006/88/EF, i den medlemsstat, den zone eller det segment, der er omfattet af udryddelses-
programmet, skal efterfelgende vaere omfattet af det overvigningsprogram, der er fastsat i punkt 1.2.

Sarlige krav vedrerende opretholdelse af status som sygdomsfri (kategori I) for sd vidt angdr infektion med
Bonamia ostreae

Hvis der kraeves malrettet overvigning for at opretholde en sundhedsstatus i kategori I, jf. artikel 52 i direktiv
2006/88|EF, skal alle akvakulturbrug eller omrdder med opdrat af bleddyr, der holder modtagelige arter opfert i
del 11 i bilag IV til samme direktiv, i den/det bergrte medlemsstat, zone eller segment underkastes sundhedsin-
spektioner og preveudtagning i overensstemmelse med i afsnit II, tabel 5.B, i denne del, idet der tages hensyn til
risikoniveauet for akvakulturbruget eller omrddet med opdreet af bleddyr med hensyn til indslebning af infektion
med Bonamia ostreae.

Statussen som sygdomsfri for sd vidt angdr Bonamia ostreae opretholdes kun, sd laenge alle prover ved hjzlp af
diagnosemetoderne i punkt I.2 har givet negative resultater for Bonamia ostreae, og enhver mistanke om Bonamia
ostreae er blevet udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt IL.3.
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4. Krav vedrerende ophavelse af foranstaltninger mod spredning af sygdom, jf. artikel 39 i direktiv 2006/88/EF
(eendring af sundhedsstatus fra kategori V til kategori III), for sd vidt angdr infektion med Bonamia ostreae.

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for s vidt angdr Bonamia ostreae,
kan opnd en sundhedsstatus i kategori III for sd vidt angdr denne listeopferte sygdom, forudsat at:

a) de krav, der er fastsat i punkt 1.2.2, litra a), b) og ¢), er opfyldt. Hvis udtagning af drift ikke er teknisk mulig,
skal akvakulturbrugene geres til genstand for en alternativ foranstaltning, som giver nasten samme garanti for,
at Bonamia ostreae er udryddet i brugets miljo

b) nytilferslen af bleddyr pd alle akvakulturbrug eller i alle omridder med opdrat af bleddyr, der officielt er
erkleret inficeret, og pd alle andre akvakulturbrug eller i alle andre omrdder med opdrat af bleddyr, der er
udtaget af drift/har veret genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a), inden for de oprettede
beskyttelses- og overvigningszoner er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i
kategori [, II eller III for sd vidt angdr infektion med Bonamia ostreae

¢) nytilferslen forst har fundet sted, efter at alle akvakulturbrug eller omréder med opdreet af bladdyr, der officielt
er erkleret inficeret, er blevet tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift/gjort til genstand for alternative
foranstaltninger i henhold til litra a)

d) der ikke har veeret bekreftet infektion med Bonamia ostreae i lobet af den todrige periode, der folger efter
afslutningen af de foranstaltninger, der er omhandlet i litra a), b) og c), og at mistanke i denne periode er blevet
udelukket i overensstemmelse med de procedurer, der er fastsat i punkt IL.3.

II.  Diagnosemetoder og diagnosekriterier
II.1. Prover

Hele dyret skal indsendes til laboratoriet med henblik pa udferelse af de diagnostiske test i punkt I1.2 og IL.3.

I1.2. Diagnosemetoder med henblik pd at opna eller opretholde status som sygdomsfri for s& vidt angdr infektion med
Bonamia ostreae

De diagnosemetoder, der skal anvendes for opnd eller opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angér infektion
med Bonamia ostreae, er histopatologi, vavsaftryk eller PCR. Ved anvendelsen af disse diagnosemetoder skal de
detaljerede metoder og procedurer i bilag II, del 5, folges.

I1.3. Diagnosemetoder med henblik pd at bekrafte forekomst af eller udelukke mistanke om infektion med Bonamia
ostreae

Hvis mistanke om forekomst af infektion med Bonamia ostreae skal bekraftes eller udelukkes i overensstemmelse
med artikel 28 i direktiv 2006/88/EF, skal folgende procedurer for inspektion, proveudtagning og undersegelse
overholdes:

Den officielle undersogelse skal omfatte mindst én preveudtagning af 30 bleddyr af modtagelige arter, hvis
mistanken bygger pd en rapport om dedelighed, eller, hvis dette ikke er tilfeldet, 150 bleddyr af modtagelige arter
efter begyndelsen af overforselsperioden for Bonamia ostreae. Kendes overforselsperioden ikke, skal
proveudtagningen pabegyndes om vinteren eller forst pd fordret. Proverne underseges ved hjelp af diagnose-
metoderne i nr. i) i overensstemmelse med de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i bilag II, del 5, afsnit I.

i) Forekomst af Bonamia ostreae anses for bekraftet, hvis et positivt resultat opndet ved histopatologi, vavsaftryk
eller in situ-hybridisering er kombineret med et positivt resultat opndet ved PCR efterfulgt af sekventering i
overensstemmelse med de godkendte metoder og procedurer i bilag II, del 5.

ii) En mistanke om forekomst af infektion med Bonamia ostreae anses for udelukket, hvis disse undersogelser ikke
afslorer yderligere tegn pé forekomst af Bonamia ostreae.
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Tabel 5.A

Overvigningsordning for medlemsstater, zoner eller segmenter i kontrolperioden forud for opndelse af status

som sygdomsfri for sd vidt angdr Bonamia ostreae, jf. punkt 1.2.1

Antal sundhedsinspektioner
pr. ar

Antal laboratorieunderso-
gelser pr. ar

Antal bleddyr i preven

Akvakulturbrug/omrader
opdreat af bleddyr

med 1

1

150

Tabel 5.B

Overvigningsordning for medlemsstater, zoner eller segmenter med henblik pd at opretholde status som

sygdomsfri for si vidt angdr Bonamia ostreae, jf. punkt 1.3

Risikoniveau

Antal sundhedsinspektioner

Antal laboratorieundersoagelser

Antal bleddyr i preven

Hoijt 1 pr. &r 1 hvert 2. ar 150
Middel 1 hvert 2. &r 1 hvert 2. &r 150
Lavt 1 hvert 2. ar 1 hvert 4. &r 150

DEL 6

OVERVAGNING AF OG BEK/EMPELSESMETODER FOR WHITE SPOT DISEASE (WSD)

Krav til overvignings- og udryddelsesprogrammer med henblik pd at opnéd og opretholde status som sygdomsfri for
sd vidt angdr WSD og foranstaltninger mod spredning af infektion med WSSV

Generelle krav til inspektioner og preveudtagning

Proveudtagning af krebsdyr til laboratorieundersegelse skal foretages, nar vandtemperaturen forventes at vaere
hgjest. Dette krav til vandtemperaturen galder ogsé for sundhedsinspektioner, hvor disse er gennemforlige og
relevante.

Hvis der skal udtages prover af opdraettede krebsdyr i overensstemmelse med denne del, finder felgende kriterier
anvendelse:

a) Hvis der forekommer svage eller deende krebsdyr i produktionsenhederne, udvelges forst og fremmest disse
krebsdyr. Forekommer der ikke sddanne krebsdyr, udvalges krebsdyr i forskellige sterrelseskohorter,
dvs. yngel og voksne krebsdyr, af de udvalgte modtagelige arter, som skal veere proportionalt reprasenteret i
proven

b) Hvis der anvendes mere end én vandkilde til krebsdyrproduktion, skal der indgd modtagelige krebsdyr fra
alle vandkilder i praven.

Hvis der kreeves malrettet overvagning i vildtlevende populationer i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i
bilag V til direktiv 2006/88/EF, skal antallet og den geografiske fordeling af preveudtagningssteder fastsattes
sdledes, at der opnds en rimelig deekning af medlemsstaten, zonen eller segmentet. Proveudtagningsstederne skal
ogsd veare reprasentative for de forskellige @okosystemer, hvor der findes vildtlevende populationer af
modtagelige arter, dvs. hav-, udmundings-, flod- og sesystemer.
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Hvis der kreeves madlrettet overvagning i vildtlevende populationer i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i
bilag V til direktiv 2006/88/EF, udvalges krebsdyr til preveudtagning pa felgende méde:

i) I omrdder med hav- og udmundingssystemer udvelges en eller flere af felgende arter: Carcinus maenas,
Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus puber, Crangon crangon, Homarus gammarus,
Palaemon adspersus eller rejer af Penaeidae-familien, dvs. Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus og Penaeus
semisulcatus. Hvis disse arter ikke forekommer, skal proven veere reprasentativ for alle andre modtagelige
arter af Decapoda-ordenen pé stedet. I betragtning af det store antal forskellige modtagelige vertsarter kan
vartsarter udvalges fra slegter eller familier af Decapoda-ordenen, sifremt modtagelighed er pévist
eksperimentelt eller naturligt.

ii) I flod- og sesystemer udvelges en eller flere af folgende arter: Pacifastacus leniusculus, Astacus leptodactylus,
Austropotamobius pallipes eller Orconectes limosus. Hvis disse arter ikke forekommer, skal proven veare
reprasentativ for andre modtagelige arter af Decapoda-ordenen pé stedet. I betragtning af det store antal
forskellige modtagelige veertsarter kan veartsarter udvealges fra slagter eller familier af Decapoda-ordenen,
safremt modtagelighed er pavist eksperimentelt eller naturligt.

iii) Hvis der forekommer svage eller deende krebsdyr, udvalges forst og fremmest disse krebsdyr. Forekommer
der ikke sddanne krebsdyr, udvelges krebsdyr i forskellige storrelseskohorter, dvs. yngel og voksne krebsdyr,
af de udvalgte modtagelige arter, som skal vare proportionalt reprasenteret i proven.

Serlige krav vedrerende opndelse af en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr WSD

Overvagningsprogrammer

a) En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori III, jf. del B i bilag III til
direktiv 2006/88|EF, for s vidt angdr WSD, kan opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne
listeopferte sygdom, hvis alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til samme
direktiv, i medlemsstaten, zonen eller segmentet opfylder de relevante krav i bilag V til samme direktiv, og
alle disse akvakulturbrug og, hvis det kraves i henhold til del I, punkt 2, andet afsnit, i bilag V til direktiv
2006/88/EF, proveudtagningsstederne i vildtlevende populationer, der er udvalgt i overensstemmelse med
naevnte punkt, har varet omfattet af folgende todrige overvdgningsprogram, der omfatter sundhedsin-
spektioner og indsamling af prever til analyse.

Akvakulturbrugene eller proveudtagningsstederne skal have varet omfattet af sundhedsinspektioner og
proveudtagninger i mindst to pd hinanden felgende ar som fastsat i tabel 6.A i afsnit II.

I lobet af denne todrige periode skal undersogelse af alle prever ved hjzlp af diagnosemetoderne i punkt I1.2
have givet negative resultater for infektion med WSD, og enhver mistanke om WSD skal vare blevet
udelukket i overensstemmelse med diagnosemetoderne i punkt II.3.

b) Hvis det i forbindelse med gennemforelsen af det overvigningsprogram, der er omhandlet i litra a),
bekreeftes, at der er infektion med WSSV pé et akvakulturbrug, der er omfattet af overvigningsprogrammet,
og brugets sundhedsstatus i kategori II derfor er blevet trukket tilbage, kan dette akvakulturbrug straks
generhverve sin sundhedsstatus i kategori II og fortsatte gennemforelsen af overvdgningsprogrammet med
henblik pd at opnd status som sygdomsfri uden at gennemfere et udryddelsesprogram som fastsat i
punkt 1.2.2, forudsat at bruget opfylder folgende betingelser:

i) Det er et indlandsbrug, hvis sundhedsstatus vedrerende WSD er uafhangig af sundhedsstatussen i de
omkringliggende naturlige vandomrédder for sd vidt angdr denne listeopforte sygdom i overensstemmelse
med del II, punkt 3, i bilag V til direktiv 2006/88/EF.

ii) Det er blevet temt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har varet udtaget af drift i mindst seks
uger.

iii) Nytilforslen af krebsdyr er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i
kategori I for sa vidt angdr WSD.
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1.2.2.  Udryddelsesprogrammer
1.2.2.1. Generelle kravy

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sd vidt angdr WSD, kan
opnd en sundhedsstatus i kategori I for sd vidt angdr denne listeopforte sygdom, hvis alle akvakulturbrug, der
holder modtagelige arter opfert i del IT i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i medlemsstaten, zonen eller segmentet
har veeret omfattet af mindst folgende udryddelsesprogram:

a) De minimumsbekaempelsesforanstaltninger, der er fastsat i kapitel V, afdeling 4, i direktiv 2006/88/EF, skal
vare blevet effektivt anvendt, og der skal vare blevet oprettet en afspearringszone, jf. artikel 32, litra b), i
samme direktiv, som omfatter en beskyttelseszone og en overvdgningszone, i narheden af det eller de
akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med WSD.

Afspaerringszonen skal vare blevet fastlagt fra sag til sag under hensyntagen til faktorer, der pévirker
risiciene for spredning af WSD til opdrattede og vildtlevende krebsdyr som f.eks.: antal, procentdel og
fordeling af dede krebsdyr pa det akvakulturbrug, der er inficeret med WSD, afstanden til og tatheden
mellem de naermestliggende akvakulturbrug, kontaktbrug, arter pd akvakulturbrugene, opdraetspraksis pa de
bererte og pd de nzrmestliggende akvakulturbrug, de hydrodynamiske betingelser og andre faktorer af
epidemiologisk signifikans.

Ved oprettelsen af beskyttelses- og overvigningszonerne galder folgende minimumskrav:

i) Der skal oprettes en beskyttelseszone i umiddelbar narhed af et akvakulturbrug, der officielt er erkleeret
inficeret med WSD, og den skal svare til:

1) i hav- og udmundingsomrader: et omréde i en cirkel med en radius, der mindst svarer til en tidevands-
bevagelse eller mindst er pd 5 km, alt efter hvad der er storst, med centrum i det akvakulturbrug, der
officielt er erklaeret inficeret med WSD, eller et tilsvarende omrdde fastlagt pa grundlag af passende
hydrodynamiske eller epidemiologiske data eller

2) i ferskvand: hele afvandingsomradet for det akvakulturbrug, der officielt er erkleeret inficeret med
WSD; den kompetente myndighed kan begreense beskyttelseszonens udstrakning til dele af
afvandingsomradet, forudsat at dette ikke forringer forebyggelsen af spredningen af WSD.

ii) Der skal oprettes en overvigningszone uden om beskyttelseszonen, som skal svare til:

1) i havomrdder: et omrdde omkring beskyttelseszonen omfattende overlappende tidevandsudbredelser
eller et omrdde i en cirkel omkring beskyttelseszonen med en radius pd 10 km fra beskyttelseszonens
centrum eller et tilsvarende omrdde fastlagt pd grundlag af passende hydrodynamiske eller
epidemiologiske data eller

2) i ferskvand: et udvidet omrdde uden om den oprettede beskyttelseszone.

b) P4 alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF inden
for beskyttelseszonen, og som ikke officielt er erklaeret inficeret med WSD, skal der foretages en officiel
undersogelse, der mindst omfatter folgende:

i) indsamling af prever med henblik pa undersogelse af 10 krebsdyr, hvis der konstateres kliniske tegn eller
obduktionsfund, der tyder pé infektion pd WSD, eller 150 krebsdyr, hvis der ikke konstateres kliniske
tegn eller obduktionsfund, og

ii) én sundhedsinspektion; pd de akvakulturbrug, hvor de undersegelser, der er omhandlet i nr. i), har givet
negative resultater, skal der fortsat foretages sundhedsinspektioner én gang om méneden pa den drstid,
hvor vandtemperaturen forventes at vare hgjest, indtil beskyttelseszonen er blevet ophvet i
overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra ).
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¢) Alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med WSD, skal temmes, rengeres, desinficeres og
udtages af drift. De skal vare udtaget af drift i mindst seks uger. Nér alle akvakulturbrug, der officielt er
erklaret inficeret, er tomt, skal de veere udtaget af drift samtidigt i mindst tre uger. Dette afsnit finder ogsé
anvendelse pd nye akvakulturbrug, der officielt erkleres inficeret i forbindelse med gennemfarelsen af
udryddelsesprogrammet.

Nér de akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret, udtages af drift, skal beskyttelseszonerne omdannes
til overvagningszoner.

Den kompetente myndighed kan beslutte, at andre akvakulturbrug inden for de oprettede beskyttelses- og
overvdgningszoner skal temmes, rengeres, desinficeres og udtages af drift. P4 grundlag af en risikoanalyse i
hvert enkelt tilfelde afger den kompetente myndighed, hvor laenge disse brug skal vaere udtaget af drift.

d) Pa alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret, og pé alle andre akvakulturbrug, der er udtaget af
drift inden for de oprettede beskyttelses- og overvagningszoner, skal nytilforslen af krebsdyr:

i) ske med krebsdyr fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en sundhedsstatus i kategori I for s& vidt
angdr WSD eller

i) i en overgangsperiode indtil 31. december 2020 ske med krebsdyr fra medlemsstater, zoner eller
segmenter med et godkendt WSD-overvagningsprogram.

Nytilferslen mé forst finde sted, nér alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med WSD, er blevet
tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift i overensstemmelse med punkt 1.2.2.1, litra c).

e) Alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til direktiv 2006/88/EF, i den
medlemsstat, den zone eller det segment, der er omfattet af udryddelsesprogrammet, og, hvis der kraves
overvigning i vildtlevende populationer, preveudtagningssteder udvalgt i overensstemmelse med del I,
punkt 2, andet afsnit, i bilag V til samme direktiv skal efterfolgende vere omfattet af mindst det program,
der er fastsat i punkt 1.2.1.

.2.2.2. Krav vedrgrende generhvervelse af status som sygdomsfri for sd vidt angdr WSD for indlandssegmenter, der
omfatter et enkelt akvakulturbrug, der tidligere officielt har veeret erklaeret frit for WSD

Et indlandssegment, der omfatter et enkelt akvakulturbrug, som har en sundhedsstatus i kategori I for s& vidt
angdr WSD, og hvis sundhedsstatus for sd vidt angdr denne listeopforte sygdom er uafhangig af de
omkringliggende naturlige vandomréder, jf. del II, punkt 3, i bilag V til direktiv 2006/88/EF, og hvis
sundhedsstatus i kategori I er blevet trukket tilbage i henhold til artikel 53, stk. 3, i samme direktiv, kan
generhverve sin sundhedsstatus i kategori I, umiddelbart efter at den kompetente myndighed har bekreftet, at
bruget har opfyldt felgende betingelser:

a) Akvakulturbruget med WSD er blevet tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift; det har varet udtaget af
drift i mindst seks uger.

b) Nytilforslen af krebsdyr pd akvakulturbruget med WSD er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med
en sundhedsstatus i kategori I for s vidt angir WSD.

L.3. Serlige krav vedrerende opretholdelse af status som sygdomsfri (kategori 1) for sa vidt angar WSD

Hvis der kraeves malrettet overvigning for at opretholde en sundhedsstatus i kategori I, jf. artikel 52 i direktiv
2006/88|EF, skal der pa alle akvakulturbrug, der holder modtagelige arter opfert i del II i bilag IV til samme
direktiv, i den/det bergrte medlemsstat, zone eller segment foretages en sundhedsinspektion og udtages prover i
overensstemmelse med tabel 6.B i afsnit II, idet der tages hensyn til brugets risikoniveau med hensyn til
indslaebning af WSD.

[ medlemsstater, zoner eller segmenter, i hvilke der er et begrenset antal akvakulturbrug, og malrettet
overvigning pd disse akvakulturbrug ikke giver tilstreekkelige epidemiologiske data, skal overvigningspro-
grammerne med henblik pd opretholdelse af status som sygdomsfri omfatte proveudtagningssteder udvalgt i
overensstemmelse med kravene i punkt L.1.
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Disse proveudtagningssteder skal underkastes inspektioner og preveudtagninger efter en rotationsordning
(50 % af preveudtagningsstederne pr. ar). Proveudtagningen skal foretages i overensstemmelse med tabel 6.B. i
afsnit II. Preverne skal udvelges, prapareres og undersages i overensstemmelse med diagnose- og preveudtag-
ningsmetoderne i afsnit II, og laboratorieundersegelserne skal have givet negative resultater med hensyn til
WSD-agens.

Statussen som sygdomsfri opretholdes kun, sd leenge alle prever ved hjelp af diagnose- og preveudtagnings-
metoderne i punkt I1.2 giver negative resultater for WSD, og enhver mistanke om WSD er blevet udelukket i
overensstemmelse med de officielle undersogelses- og diagnosemetoder i punkt II.3.

L4. Krav vedrerende ophavelse af foranstaltninger mod spredning af sygdom, jf. artikel 39 i direktiv 2006/88EF
(eendring af sundhedsstatus fra kategori V til kategori III), for sé vidt angér infektion med WSD

En medlemsstat, en zone eller et segment, der har en sundhedsstatus i kategori V for sd vidt angdr WSD, kan
opnd en sundhedsstatus i kategori III for sd vidt angdr denne listeopferte sygdom, forudsat at:

a) de krav, der er fastsat i punkt 1.2.2.1, litra a), b) og ), er opfyldt. Hvis udtagning af drift ikke er teknisk
mulig, skal akvakulturbrugene gores til genstand for en alternativ foranstaltning, som giver nasten samme
garanti for, at WSSV er udryddet i akvakulturbrugets milje

b) nytilferslen af krebsdyr pd alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med WSD, og pa alle andre
brug, der er udtaget af drift/har vaeret genstand for alternative foranstaltninger i henhold til litra a), i de
oprettede beskyttelses- og overvagningszoner er sket fra medlemsstater, zoner eller segmenter med en
sundhedsstatus i kategori I, I eller III for s vidt angdr WSD

¢) nytilferslen forst har fundet sted, efter at alle akvakulturbrug, der officielt er erkleret inficeret med WSD, er
blevet tomt, rengjort, desinficeret og udtaget af drift/gjort til genstand for alternative foranstaltninger i

henhold til litra a).

d) der ikke har varet pavist WSD i lebet af den todrige periode, der folger efter afslutningen af de
foranstaltninger, der er omhandlet i litra a), og b), og at mistanke i denne periode er blevet udelukket i
henhold til de procedurer, der er fastsat i punkt I1.3.

IL Diagnose- og preveudtagningsmetoder
IL.1. Prover

Prover af integumentar epidermis, enten dissekeret eller indeholdt i det undersegte dyrs gangben, pleopoder,
munddele eller geller, skal fikseres 1 95 % ethanol inden praeparation af preverne til totrins-PCR.

Andre prover, der er fikseret med henblik pa histologi og transmissionselektronmikroskopi, kan indsamles til
stotte for diagnostiske data fra PCR.

.2.  Diagnosemetoder med henblik pé at opnd eller opretholde status som sygdomsfri for s vidt angar WSD

Den diagnosemetode, der skal anvendes for opnd eller opretholde status som sygdomsfri for sd vidt angdr WSD
i overensstemmelse med de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i bilag II, del 6, er totrins-PCR.

Hvis totrins-PCR giver et positivt resultat, skal resultatet bekraeftes ved sekventering af amplikon inden
gennemforelsen af de indledende bek@mpelsesforanstaltninger, jf. artikel 28 i direktiv 2006/88/EF, hvis det er
praktisk muligt ved pavisning af patognomoniske tegn pd WSD i de udvalgte modtagelige verter via histologi
og transmissionselektronmikroskopi.

I.3.  Officielle undersogelses- og diagnosemetoder med henblik pé at udelukke mistanke om eller bekrafte forekomst
af infektion med WSD

Hvis forekomst af infektion med WSD skal bekraftes eller mistanke om en sddan infektion udelukkes i
overensstemmelse med artikel 28 i direktiv 2006/88/EF, skal folgende procedure for inspektion, preveudtagning
og undersggelse overholdes:

a) Den officielle underseggelse skal omfatte mindst én sundhedsinspektion og én preveudtagning af 10 krebsdyr,
hvis der konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund, der tyder pé infektion med WSD, eller 150 krebsdyr,
hvis der ikke konstateres kliniske tegn eller obduktionsfund. Preverne undersgges ved hjzlp af diagnose-
metoderne i punkt IL.2 (totrins-PCR).
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b) Forekomst af WSD anses for bekraftet, hvis totrins-PCR efterfulgt af sekventering i overensstemmelse med
de detaljerede metoder og procedurer i bilag II, del 6, er positiv for WSSV, og hvis der forekommer
patognomoniske tegn pd WSD i de udvalgte verter.

Mistanke om forekomst af WSD kan udelukkes, hvis disse undersegelser ikke afslorer yderligere tegn pé

forekomst af WSD.

Tabel 6.A

Overvagningsordning for medlemsstater, zoner og segmenter i den todrige kontrolperiode forud for opnielse

af status som sygdomsfri for sd vidt angdr WSD, jf. punkt 1.2.1

Antal kliniske inspektioner
pr. ar

Antal laboratorieunderso-
gelser pr. ar

Antal krebsdyr i proven

Akvakulturbrug/preveudtag-
ningssteder

1

1

150

Tabel 6.B

Overvigningsordning for medlemsstater, zoner eller segmenter med henblik pd at opretholde status som
sygdomsfri for si vidt angdr WSD, jf. punkt 1.3

Risikoniveau Antal sundhedsinspektioner | Antal laboratorieundersegelser Antal krebsdyr i preven
Hoijt 1 pr. &r 1 hvert 2. ar 150
Middel 1 hvert 2. ar 1 hvert 2. ar 150
Lavt 1 hvert 2. &r 1 hvert 4. &r 150
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BILAG II

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER

L Indledning

I dette bilag fastsattes der detaljerede procedurer for de diagnosemetoder, der skal anvendes i forbindelse med
laboratorieundersogelserne i de udryddelses- og overvdgningsprogrammer, der er fastsat i bilag I til denne
afgarelse, for at bekrafte eller udelukke mistanke om forekomst af falgende ikke-eksotiske sygdomme, der er
opfert i del I i bilag IV til direktiv 2006/88/EF (listeopforte sygdommes), i overensstemmelse med artikel 57,
litra b), i samme direktiv:

1. Viral heemoragisk septikemi (VHS) Del 1
2. Infektios heematopoietisk nekrose (IHN) Del 1
3. Koi-herpesvirus-sygdom (KHV) Del 2
4, Infektigs lakseanaemi (ISA) Del 3
5. Infektion med Marteilia refringens Del 4
6. Infektion med Bonamia ostreae Del 5
7. White spot disease (WSD) Del 6
IL. Definitioner

I dette bilag forstds ved stransportmedium« et cellekulturmedium med 10 % kalveserum og med 200 iu
penicillin, 200 pg streptomycin og 200 pg kanamycin pr. ml eller med andre dokumenteret effektive antibiotika.

DEL 1

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER FOR OVERVAGNING OG BEKR EFTELSE AF IHN OG VHS

L Diagnosemetoder og -procedurer for overvigning af VHS og IHN

Hvis der foretages proveudtagning og laboratorieundersogelse med henblik pd at opnd eller opretholde status
som sygdomsfri for sd vidt angdr IHN eller VHS som fastsat i bilag I, del 1, afsnit I, ved hjelp af diagnose-
metoderne i del 1, punkt IL.1 og I1.2, i samme bilag, anvendes de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i
punkt L.1-1 1.6 nedenfor.

L1 Praparation og forsendelse af fiskeprover
I.1.1. Ve til virologisk undersegelse i cellekultur

Inden preverne sendes eller overfores til laboratoriet, fjernes stykker af de organer, som skal underseges, fra
fisken med sterile dissektionsredskaber og overfares til sterile plastrer indeholdende transportmedium.

Den meangde fiskemateriale, der er egnet til virologisk undersggelse i cellekultur og ved hjalp af RT-gPCR,
athaenger af fiskestorrelsen. Det vav, der skal udtages prover af, er hel fiskeyngel (lengde < 4 c¢m), indvolde
inklusive nyre (4 cm < lengde < 6 cm) eller, for sterre fisk, nyre, milt, hjerte ogfeller hjerne samt ovarievaske
fra gydefisk péa gydetidspunktet.

Ovarie- eller sedvaske eller organstykker fra hejst 10 fisk kan indsamles i et sterilt rer indeholdende
mindst 4 ml transportmedium og udgere en samleprove. Vavet i hver prove skal veje mindst 0,5 g.

Den virologiske undersegelse i cellekultur skal pabegyndes hurtigst muligt og senest 48 timer efter
preveudtagningen. I undtagelsestilfelde kan den virologiske undersegelse pdbegyndes senest 72 timer efter
indsamlingen af materialet, hvis materialet er beskyttet af transportmedium, og kravene til transporttem-
peraturen kan overholdes.
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[.1.2.  Prover til analyse ved revers transkriptase-polymerasekadereaktion (RT-PCR eller RT-qPCR)

Prover udtages fra fisken i overensstemmelse med den procedure, der er beskrevet i punkt 1.1.1, med et sterilt
instrument og overferes til et sterilt plastrer indeholdende transportmedium. Vaev fra 10 fisk kan samles i ét ror
og udgere en samleprove. Hvis mangden af inokulum er lille, kan vev fra op til fem fisk dog anvendes.
Alternativt kan prever samles i RNA-stabiliseringsreagens, f.eks. 0,2 g vav/ml reagens i henhold til
fabrikanternes anbefaling, idet hver fisk dog skal behandles sarskilt og ikke mad samles med andre fisk i
proverne péa grund af den lille mangde materiale, der skal anvendes til ekstraktion.

Der kan ogsd sendes hele fisk til laboratoriet.

L.2. Forsendelse af fiskeprgver

Ror med fiskevaeyv i transportmedium til celledyrkning eller RT-PCR/RT-qPCR-analyse skal placeres i isolerede
beholdere, f.eks. tykvaeggede polystyren-kasser, sammen med tilstrackkeligt med is eller et alternativt kelemiddel
med tilsvarende koleeffekt, sd det sikres, at proverne opbevares keligt under transporten til laboratoriet. Dog
ber nedfrysning af preverne undgds. En preves temperatur under forsendelsen ber aldrig overstige 10 °C, og der
skal stadig vere is tilbage i transportkassen, eller en eller flere af fryseblokkene skal fortsat vaere delvis eller helt
frosset, ved kassens ankomst.

Der kan sendes hele fisk til laboratoriet, hvis kravene til transporttemperaturen, jf. forste afsnit, kan overholdes.
Hele fisk skal indpakkes i absorberende papir og skal derefter forsendes i en plastpose. Der kan ogsd forsendes
levende fisk.

L.3. Indsamling af supplerende diagnostisk materiale

Med det diagnostiske laboratoriums godkendelse kan ogsd andet fiskevaev indsamles og prapareres til
supplerende undersagelser.

L.4. Praparation af prever til cellekulturundersogelse og RT-qPCR
L4.1.  Frysning i undtagelsestilfaelde

Hvis der opstdr praktiske vanskeligheder, som ger det umuligt at behandle preverne senest 48 timer efter
indsamlingen af fiskevaevet, kan vavspreverne nedfryses til — 20 °C eller lavere temperatur i et
transportmedium, og den virologiske undersogelse foretages inden for 14 dage. Fiskevavet md dog kun fryses
og optes én gang, inden det underseges. Der skal fores et register med narmere oplysninger om grunden til
hver enkelt nedfrysning af vavsprover.

1.4.2. Homogenisering af organer

P4 laboratoriet skal fiskeveaevet i rorene homogeniseres fuldstendigt, enten med stomacher, blender eller morter
og pistil med sterilt sand, og derefter opslemmes i det oprindelige transportmedium.

Hvis preven bestdr af en hel fisk pd under 4 cm, findeles den ved hjelp af en steril saks eller skalpel efter
fjernelse af kroppen bag gatdbningen. Hvis preven bestdr af en hel fisk pd 4-6 cm, indsamles indvoldene,
herunder nyre. Hvis preven bestdr af en hel fisk pd over 6 cm, indsamles vavsproverne som beskrevet i
punkt L.1. Vaevspreverne findeles ved hjalp af en steril saks eller skalpel, homogeniseres som beskrevet i forste
afsnit og opslemmes i transportmedium.

Det endelige forhold mellem vavsmateriale og transportmedium skal pé laboratoriet justeres til 1:10.

14.3.  Centrifugering af homogenatet

Homogenatet centrifugeres i en kelecentrifuge ved 2-5 °C og 2 000-4 000 x g i 15 minutter, hvorefter
supernatanten opsamles og kan behandles enten i 4 timer ved 15 °C eller natten over ved 4-8 °C med
antibiotika. Hvis preven er blevet sendt i et transportmedium, kan behandling af supernatanten med antibiotika
udelades.

Hvis der opstér praktiske vanskeligheder, f.eks. at varmeskabet gér i stykker, eller at der opstdr problemer med
cellekulturer, som ger det umuligt at pode celler senest 48 timer efter indsamlingen af fiskevaevspreverne, kan
supernatanten fryses ved — 80 °C, og den virologiske undersagelse foretages inden for 14 dage.
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Hvis den opsamlede supernatant opbevares ved en temperatur pd — 80 °C senest 48 timer efter
preveudtagningen, kan den, dog kun én gang, genanvendes til virologisk undersogelse.

Inden supernatanten podes pd cellerne, blandes den med en tilsvarende mangde passende fortyndet pool af
antisera mod de indigene serotyper af infektips pankreasnekrose-virus (IPN-virus) og inkuberes hermed i
mindst 1 time ved 15 °C eller i hejst 18 timer ved 4 °C. Antiserumtiteren skal vare mindst 1/2 000 i en 50 %
pladeneutraliseringsprove.

Formdlet med at behandle alle inokula med antiserum mod IPN-virus er at hindre, at der udvikles cytopatisk
effekt (CPE) som felge af IPN-virus i podede cellekulturer. Det vil nedsette de virologiske undersogelsers
varighed og antallet af tilfelde, hvor forekomst af CPE ellers métte opfattes som en potentiel indikation af VHSV
eller IHNV.

Nér proverne kommer fra produktionsenheder, der anses for at vaere frie for IPN, kan behandling af inokula
med antiserum mod IPN-virus undlades.

1.4.4.  Preparation af prever til overvigningsprogrammer pé basis af RT-PCR og RT-qPCR

Hvis preoverne blev opsamlet i et transportmedium, gennemfores proceduren i punkt 1.4.2 og 1.4.3. Efter
centrifugering opsamles supernatanten, og RNA ekstraheres. Hvis der ikke skal foretages yderligere
undersogelser direkte efter centrifugering, fryses proverne straks ved — 20 °C eller derunder.

Til analyse af fiskevaevsprover, der er konserveret i RNA-stabiliseringsreagens, skal det efterfolgende arbejde
foretages inden for folgende tidsfrister for prever opbevaret ved forskellige temperaturer:

prover opbevaret ved 37 °C: en dag

prever opbevaret ved 25 °C: en uge

prover opbevaret ved 4 °C: en maned

prover opbevaret ved — 20 °C: tidsubegranset.

Samleprover i RNA-stabiliseringsreagens behandles som enkeltpraver i RNA-stabiliseringsreagens. For prover,
der samles i RNA-stabiliseringsreagens, mé provemengden ikke overstige den af fabrikanten anbefalede for
ekstraktion med RNA-kit som f.eks. RNeasy Mini kit (Qiagen) eller tilsvarende. Hvis storre prever samles, skal
ekstraktionskittene eller -metoderne afspejle denne samling.

Prover, der opsamles i RNA-stabiliseringsreagens, ma ikke anvendes til celledyrkning.

1.4.5. Samling af prever til RT-qPCR

Da de givne RT-qPCR-protokoller har en sensitivitet, der svarer til eller er hgjere end celledyrkningsmetodernes,
kan der til PCR anvendes supernatant fra homogeniseret fiskeveevsmateriale af organer fra op til ti fisk samlet i
cellekulturmedium. Eftersom der anvendes en meget mindre mangde inokulum til PCR end til celledyrkning,
skal alt fiskevaev dog homogeniseres omhyggeligt, inden materialet samles til ekstraktion.

Samme princip gelder, hvis preverne indsamles i RNA-stabiliseringsreagens. [ dette tilfeelde er det imidlertid
vanskeligt at samle repraesentativt materiale fra op til ti fisk i ét rer, og antallet af fisk pr. samleprove skal derfor
indskraenkes til 2-5.

L5. Virologisk undersegelse i cellekultur

1.5.1.  Cellekulturer og medier

Celler af enten cellelinjen Bluegill fry — 2 (BF-2) eller cellelinjen Rainbow trout gonad — 2 (RTG-2) og enten
cellelinjen Epithelioma papulosum cyprini (EPC) eller Fathead minnow (FHM) skal dyrkes ved 20-30 °C i et egnet
medium, dvs. Eagle’s Minimum essential medium (MEM) eller modifikationer heraf, tilsat 10 % fotalt kvaegserum
og antibiotika i standardkoncentrationer.



L 24740 Den Europeaiske Unions Tidende 23.9.2015

Nér cellerne dyrkes i lukkede glas, benyttes bicarbonat som buffer til mediet. Til det medie, der anvendes til
dyrkning af celler i dbne enheder, kan tris(hydroxymethyl)aminomethan-HCl (Tris-HCl) (23 mM) og natriumbi-
carbonat (6 mM) benyttes som buffer. pH-vardien skal ligge pd 7,6 + 0,2.

De cellekulturer, der skal anvendes til podning med fiskevavsmateriale, skal vare unge, normalt en dag gamle
cellekulturer i monolag, hvis det er muligt; cellekulturer, som er 4-48 timer gamle, kan dog accepteres. Cellerne
skal veare aktivt voksende ved podningen.

.5.2.  Podning af cellekulturer

En antibiotikabehandlet organopslemning podes péd cellekulturer i to fortyndinger, dvs. primarfortyndingen og
derudover en fortynding pa 1:10 heraf, sd der fremkommer slutfortyndinger af veevsmateriale i cellekulturmediet
pd henholdsvis 1:100 og 1:1 000, idet formalet er at hindre homolog interferens. Mindst to cellelinjer skal
podes i overensstemmelse med punkt 1.5.1. Mengdeforholdet mellem inokulum og cellekulturmedium skal vare
ca. 1:10.

For hver fortynding og hver cellelinje anvendes et celleomrdde pd mindst ca. 2 cm? svarende til én brend pd en
cellekulturplade med 24 brende. Der anvendes cellekulturplader, hvis det er muligt.

1.5.3. Inkubation af cellekulturer

De podede cellekulturer inkuberes ved 15 °C i 7-10 dage. Hvis cellekulturmediet andrer farve fra red til gul,
som er tegn pd forsuring af mediet, skal pH-verdien justeres med steril bicarbonatoplgsning eller tilsvarende
stoffer for at sikre, at cellematerialet er modtageligt for virusinfektion.

Der foretages mindst hver sjette mdned, eller nir der er mistanke om, at cellerne er mindre modtagelige,
titrering af frosne lagre af VHSV og IHNV for at fastsld, om cellekulturerne er modtagelige for infektion.
Proceduren i afsnit IIl anvendes, hvis det er muligt.

1.5.4.  Mikroskopi

Podede cellekulturer skal underseges jevnligt (mindst tre gange om ugen) for forekomst af CPE ved
ca. 40-150 x forsterrelse. Hvis der konstateres tydelig CPE, skal der omgdende anvendes procedurer for
virusidentifikation i overensstemmelse med punkt L6.

.5.5.  Subkultivering

Er der ingen udvikling af CPE efter primarinkubationen i 7-10 dage, gennemfores der subkultivering med friske
cellekulturer pé et celleareal af samme storrelse som primeerkulturens.

Aliquoter af medium (supernatant) fra alle kulturer eller brende, som udger primerkulturen, samles
pr. cellelinje 7-10 dage efter podning, og podes derefter pd homologe cellekulturer, der er ufortyndet og
fortyndet 1:10 (som giver slutfortyndinger af supernatanten pa henholdsvis 1:10 og 1:100), som beskrevet i
punkt I.5.2. Alternativt podes aliquoter pd 10 % af det medium, som udger primeerkulturen, direkte i en brend
med frisk cellekultur (brend-til-brend-subkultivering). Inden podningen kan der foretages inkubation af
fortyndingerne med antiserum mod IPN-virus i en passende fortynding som beskrevet i punkt 1.4.3.

De podede kulturer inkuberes derefter i 7-10 dage ved 15 °C og undersgges i overensstemmelse med
punkt 1.5.4.

Hvis der forekommer toksisk CPE i lgbet af de forste tre inkubationsdage, foretages subkultivering pa det
stadium, men cellerne skal i sd fald inkuberes i syv dage og subkultiveres igen med yderligere syv dages
inkubation. Hvis der udvikler sig toksisk CPE efter tre dage, subkultiveres cellerne én gang og inkuberes, sdledes
at man kommer op pd de i alt 14 dage fra primearpodningen. Der mé ikke vaere noget tegn pd toksicitet i de
sidste syv inkubationsdage.

Hvis der trods antibiotikabehandling optraeeder bakteriekontamination, skal supernatanten inden subkultivering
centrifugeres ved 2 000-4 000 x g i 15-30 minutter ved 2-5 °C ogeller filtreres gennem et 0,45 pm filter (svagt
proteinbindende membranfilter). Derudover er procedurerne for subkultivering de samme som dem, der er
beskrevet for toksisk CPE i fjerde afsnit.

Hvis der ikke forekommer CPE, kan testen erklaeres for negativ.
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L.6. Virusidentifikation

Hvis der er observeret tegn pd CPE i en cellekultur, indsamles mediet (supernatanten) og undersgges efter én
eller flere af folgende metoder: enzymbundet immunosorbent assay (ELISA), immunfluorescens (IF), neutralisa-
tionstest, RT-PCR eller RT-qPCR. Hvis sddanne test ikke i lobet af en uge har fort til en definitiv identifikation af
virusset, skal supernatanten sendes til det nationale referencelaboratorium eller til EU-referencelaboratoriet for
fiskesygdomme, jf. bilag VI til direktiv 2006/88/EF, med henblik pa ejeblikkelig identifikation.

[.6.1. ELISA

Der foretages en dobbelt-antistof-sandwich-ELISA for at identificere virusisolatet. Mikrotiterplader dakkes med
50 pl/brend (0,9 pg) protein-A-rensede immunglobuliner (Ig) af dokumenteret kvalitet fra kaninantiserum mod
IHNV eller VSHV oplest i carbonatbuffer (pH 9,6) indeholdende 15 mM natriumazid og inkuberes i 18 timer
til 2 uger ved 4 °C.

Pd en fortyndingsplade skal hver prove, der indeholder 1 % Triton X-100, og de positive kontroller fortyndes
med en bufferoplosning (dvs. phosphat-bufferet saltoplesning (PBS)-T-BSA, 1 % BSA) i en 4-fold-fortynding:
ufortyndet, 1:4, 1:16, 1:64. ELISA-pladerne vaskes med PBS indeholdende 0,05 % Tween-20 (PBS-T), og 50 ul af
hver fortynding overferes fra fortyndingspladen til den vaskede og belagte ELISA-plade.

Derefter inkuberes ELISA-pladerne i 30 minutter ved 37 °C. Efterfolgende vaskes pladerne og inkuberes i
30 minutter ved 37 °C med specifikke monoklonale antistoffer (dvs. henholdsvis MAb IP5B11 til
VHSV-identifikation og Hyb 136-3 til IHNV). Kanin-anti-mus-antistoffer fortyndet 1:1 000 i PBS-T-BSA
konjugeret med 50pl peberrodsperoxidase (HRP) overfores til ELISA-pladen.

Endelig startes reaktionerne, efter endnu en vaskning, ved at tilsaette 50 pl/brend orthophenylendiamin (OPD).
ELISA-pladerne inkuberes merkt i 20 minutter ved rumtemperatur, og reaktionen stoppes ved at tilsatte
100 pl/brend 0,5 M H,SO,.

Absorbansen males ved en belgelengde pd 492 og 620 nm i en ELISA-leeser. Proverne betegnes som positive
eller negative, efter at testresultaterne er blevet sammenlignet med absorbansverdierne for de positive og
negative kontroller. Generelt anses prover med kombineret absorbans (A) < 0,5 for ufortyndet materiale for
negative, prover med A-vardier mellem 0,5 og 1,0 anses for mistaenkelige, og prover med A-vardier > 1,0
anses for positive.

Der kan anvendes andre ELISA-versioner med dokumenteret tilsvarende effektivitet i stedet for dem, der er
ombhandlet i dette punkt.

1.6.2. Immunfluorescens (IF)

De listeopferte patogener VHSV og IHNV identificeres ved at inficere celler i 96-brends »Blacke«-plader,
konventionelle 24-brgndsplader eller pd dakglas i 24-brendsplader. Nar IHNV eller VHSV eller begge er
identificeret ved at inficere celler pd dakglas, anvendes folgende protokol:

a) P4 dxkglassene udstryges der celler med en tathed, der giver 60-90 % sammenflydning efter 24 timers
dyrkning. Om muligt anvendes EPC-celler, fordi de klaber sterkt til glasoverflader, men der kan ogséd
anvendes andre cellelinjer sdsom BF-2, RTG-2 eller FHM. 150 pl cellekultursupernatant i to forskellige
fortyndinger (1:10 og 1:1 000) podes i duplikat pd en dag gamle monolag og inkuberes ved 15 °C
i 24 timer.

b) Derefter fjernes cellekulturmediet, og de inficerede cellemonolag fikseres med 0,5 ml iskold, vandig acetoneo-
plesning (80 % v|v). Fikseringen foretages i et stinkskab i 15 minutter ved rumtemperatur, derefter fjernes
acetoneoplesningen, og dakglassene lufttorres i mindst 30 minutter. P4 dette trin skal pladerne enten
behandles med det samme eller opbevares ved — 20 °C med henblik pa videre anvendelse.

¢) Specifikke monoklonale antistoffer (dvs. henholdsvis MAb IP5B11 til VHSV-identifikation og Hyb 136-3 til
[HNV) oplgses i 0,01 M PBST med en pH-veerdi pd 7,2 i den af leveranderen af MAb anbefalede fortynding;
50-100 pl/brend tilswttes til det fikserede monolag, og pladerne inkuberes i en time ved 37 °C i et
fugtkammer.
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d) Dakglassene vaskes forsigtigt tre gange med PBS indeholdende 0,05 % Tween-20 (PBS-T), og bufferen fjernes
helt efter sidste vaskning. Cellerne inkuberes derefter i en time ved 37 °C med fluoresceinisothiocyanat
(FITC) — eller tetramethylrhodamin-5-(0og-6-)isothiocyanat  (TRITC)-konjugerede  antistoffer ~mod
museimmunglobulin anvendt som det primare antistof, fortyndet i henhold til leveranderens anvisninger,
vaskles endnu en gang i PBS-T og terres. Farvede kulturer monteres pd objektglas med glycerolsaltoplesning
og undersgges under indfaldende UV-lys. Der anvendes okularer, der forstarrer 10 x eller 12 x, og x 25 -
eller x 40-objektiver med en bleende pa henholdsvis > 0,7 og > 1,3.

Andre IF-metoder (mht. cellekulturer, fiksering og antistoffer af referencekvalitet) med dokumenteret tilsvarende
effektivitet kan anvendes.

1.6.3.  Neutralisation
Cellerne fra den opsamlede supernatant fjernes ved centrifugering (2 000-4 000 x g) eller membranfiltrering
(0,45 pm) gennem et svagt proteinbindende membranfilter, og supernatanten fortyndes 1:100 og 1:10 000 i
celledyrkningsmedium.

Aliquoter af mindst to supernatantfortyndinger blandes og inkuberes i 60 minutter ved 15 °C med lige dele af
folgende reagenser hver for sig:

a) serum indeholdende gruppespecifikt antistof mod VHSV fortyndet i forholdet 1:50 v/v
b) serum indeholdende gruppespecifikt antistof mod IHNV fortyndet i forholdet 1:50 v/v
¢) blanding af antisera mod indigene serotyper af IPNV fortyndet i forholdet 1:50 v/v

d) medium alene (positiv kontrol).

Der skal fra hver virussupernatant-serum-blanding podes mindst to cellekulturer med 50 pl hver, som derefter
inkuberes ved 15 °C. Udviklingen af CPE kontrolleres som beskrevet i punkt 1.5.4.

VHSV-stammer og -isolater, som ikke reagerer i neutralisationstest, identificeres ved IF eller ELISA.
Andre neutralisationstest med dokumenteret tilsvarende effektivitet kan ogsd anvendes.

1.6.4. RT-PCR/RT-qPCR
1.6.4.1. Forberedelse af viralt RNA

Alt arbejde med RNA skal udferes pd is, og der skal anvendes handsker.

RNA ekstraheres efter phenolchloroformmetoden eller med kolonner til oprensning af RNA (RNA affinity spin
columns) i henhold til fabrikantens anvisninger. Der kan anvendes kommercielt tilgengelige
RNA-ekstraktionskit, der giver RNA af hej kvalitet, som er egnet til anvendelse med de RT-PCR-protokoller, der
beskrives i det folgende.

RNA skal genopslemmes i destilleret RNAse-frit vand (dvs. vand, der er behandlet med 0,1 % diethylpyro-
carbonat) eller en passende elueringsbuffer.

[.6.4.2. RT-PCR
Der anvendes folgende primere til pavisning af IHNV:
Forward primer 5'-AGA-GAT-CCC-TAC-ACC-AGA-GAC-3’
Reverse Primer 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3".
Der anvendes folgende cyklusser (ettrins-RT-PCR): 1 cyklus: 50 °C i 30 minutter; 1 cyklus: 95 °C i 2 minutter;
30 cyklusser: 95 °C i 30 sekunder, 50 °C i 30 sekunder, 72 °C i 60 sekunder; 1 cyklus: 72 °C i 7 minutter og
udbledning ved 4 °C.
Der anvendes folgende primere til pavisning af VHSV:

VN For 5'-ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG-3’

VN Rev 5'-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3".
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Der anvendes folgende cyklusser (ettrins-RT-PCR): 50 °C i 30 minutter, 95 °C i 15 minutter, 35 cyklusser ved
94 °C i 30 sekunder, 55 °C i 30 sekunder og 68 °C i 60 sckunder. Reaktionen skal derefter holdes ved 68 °C
i 7 minutter.

RT-PCR-reaktionernes kvantitet og specificitet skal evalueres ved gelelektroforese i 1,5 % agarosegel med
ethidiumbromid og observeres ved hjelp af UV-gennemlysning. Et PCR-amplikon pd 693 bp kan observeres for
[HNV. For VHSV skal sterrelsen vare 505 bp.

Resultaterne af PCR kan variere athengigt af de betingelser, den udferes under, dvs. der kan vaere brug for at
optimere de termiske protokoller afhangigt af den anvendte termocykler. Endvidere kan der forekomme falsk
positive resultater pa grund af falsk hybridisering af primer eller laboratoriekontaminering. Passende positive og
negative kontroller og sekventeret amplikon skal derfor anvendes for at undgd enhver tvivl. For sd vidt angdr
VHSV-primerne skal der udvises sarlig forsigtighed, ndr der anvendes BF-2-celler, da primerne kan reagere med
cellelinjens DNA/RNA og give falsk positive resultater af lignende sterrelse. Nar supernatant fra BF-2-celler
testes, skal alle amplificerede PCR-fragmenter sekventeres.

1.6.4.3. RT-gPCR til VHSV
For VHSV skal amplificering foretages med folgende primere og probe:
Forward primer: 5'-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3’
Reverse primer: 5'-TCT-GCG-ATC-TCA-GTC-AGG-ATG-AA-3’
og probe: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQI.

Ettrins-RT-qPCR:

Negative template-kontroller og positive kontroller skal indgd for hver kersel. Cyklusbetingelser: 50 °C
i 3 minutter, 95 °C i 15 minutter, 40 cyklusser ved 94 °C i 15 sekunder, 60 °C i 40 sekunder og 72 °C
i 20 sekunder. Justeres om nedvendigt. Andre RT-PCR- eller RT-qPCR-versioner med dokumenteret tilsvarende
effektivitet kan ogsd anvendes.

1.6.4.4. RT-gPCR til IHNV
For THNV skal amplificering foretages med folgende primere og probe:
Forward primer: 5'- AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3'
Reverse primer: 5'- TTCTTTGCGGCTTGGTTGA — 3’
og probe: 5’ 6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.

Totrins-RT-qPCR:

Da folgende analyse afhanger af en totrins-amplificering, skal der for at undgd kontaminering udvises serlig
stor forsigtighed ved handtering af ror mellem forste og anden reaktion.

Cyklusbetingelser (efter RT-trinnet): 50 °C i 2 minutter, 95 °C i 10 minutter efterfulgt af 40 cyklusser ved 95 °C
i 15 sekunder og 60 °C i 1 minut; om nedvendigt foretages justeringer.

Andre RT-PCR- eller RT-qgPCR-versioner med dokumenteret tilsvarende effektivitet kan ogsd anvendes.

IL. Detaljerede diagnosemetoder og -procedurer for at bekraefte eller udelukke mistanke om VHS eller IHN eller begge
ved mistanke om udbrud
Hvis der i overensstemmelse med artikel 57, litra b), i direktiv 2006/88/EF kraves laboratorieundersggelser for
at bekreefte eller udelukke forekomst af IHN eller VHS eller begge ved hjelp af diagnosemetoderne i bilag I,

del 1, punkt II.3, anvendes folgende detaljerede diagnosemetoder og -procedurer:

a) konventionel virusisolation med efterfolgende seroneutralisation, immunkemisk eller molekyler virusidenti-
fikation

b) viruspévisning ved hjalp af RT-PCR eller RT-qPCR

¢) andre diagnoseteknikker som f.eks. IFAT, ELISA, RT-PCR eller IHC.



L 24744 Den Europeaiske Unions Tidende 23.9.2015

I.1.  Konventionel virusisolation med efterfolgende virusidentifikation
I.1.1.  Udvelgelse af prover

Der udvzlges mindst 10 fisk med typiske symptomer pd IHN eller VHS til undersegelse.

[.1.2. Preparation og forsendelse af fiskeprover

Praparation og forsendelse med henblik pd konventionel virusisolation skal felge de metoder og procedurer, der
er fastsat i punkt 1.2.

I.1.3. Indsamling af supplerende diagnostisk materiale

Indsamling af supplerende materiale med henblik pd konventionel virusisolation skal felge de metoder og
procedurer, der er fastsat i punkt [.3.

I.1.4. Preparation af prover til cellekulturundersogelse

Praparation af prover til cellekulturundersogelse henblik pé konventionel virusisolation skal felge de metoder
og procedurer, der er fastsat i punkt 1.4.

IL1.5. Virologisk undersogelse i cellekultur

Den virologiske undersegelse med henblik pa konventionel virusisolation skal folge de metoder og procedurer,
der er fastsat i punkt L5.

I.1.6. Virusidentifikation
Virusidentifikation med henblik pa konventionel virusisolation skal folge de metoder og procedurer, der er
fastsat i punkt L.6.

I.2.  Viruspavisning ved hjelp af RT-gPCR

[.2.1.  Udvelgelse af prover

Udvzlgelse af prover med henblik péd viruspdvisning ved hjelp af RT-qPCR skal folge de metoder og procedurer,
der er fastsat i punkt 1.1.2.

.2.2. Preparation og forsendelse af fiskeprover

Praparation og forsendelse med henblik pd viruspavisning ved hjelp af RT-qPCR skal folge de metoder og
procedurer, der er fastsat i punkt L.2.

[.2.3. Indsamling af supplerende diagnostisk materiale

Indsamling af supplerende diagnostisk materiale med henblik pé viruspavisning ved hjelp af RT-qPCR skal folge
de metoder og procedurer, der er fastsat i punkt L.3.

.2.4. Preparation af prever til RT-qPCR

Praeparation af prever med henblik pd viruspdvisning ved hjelp af RT-qPCR skal felge de metoder og
procedurer, der er fastsat i punkt 1.6.4.1.

I.2.5. RT-qPCR
Viruspdvisning ved hjelp af RT-qPCR skal folge de metoder og procedurer, der er fastsat i punkt 1.6.4.1, 1.6.4.3
og 1.6.4.4.

I.3.  Andre diagnosemetoder

Supernatanten, prapareret som beskrevet i punkt 1.4.3, kan analyseres ved ELISA, IFAT eller RT-PCR i
overensstemmelse med henholdsvis punkt 1.6.1, punkt 1.6.2 eller punkt 1.6.4. Veevsmateriale kan analyseres efter
andre diagnosticeringsmetoder sdsom IFAT pd frysesnit eller immunhistokemi pd formalinfikseret vaevsmateriale.
Disse hurtige teknikker skal suppleres med en virologisk undersegelse i overensstemmelse med enten punkt II,
litra a), eller punkt II, litra b), senest 48 timer efter proveudtagningen, hvis:

a) resultatet er negativt, eller

b) resultatet er positivt med materiale fra det forste tilfelde af THN eller VHS.
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1L Titreringsprocedure til kontrol af cellekulturers modtagelighed for infektion

Nér titreringen til kontrol af cellekulturers modtagelighed for infektion, jf. punkt 1.5.3, foretages, skal
procedurerne i felgende afsnit folges.

Der anvendes mindst to VHSV-isolater og ét I[HNV-isolat. Isolaterne skal representere den vigtigste virusgruppe i
Den Europaiske Union, dvs. for VHSV ét patogent isolat fra regnbueerred i ferskvand og ét marint isolat, der er
patogent for pighvar, og for I[HNV en EU-stamme, som er patogen for regnbuegrred. Der anvendes veldefinerede
isolater fra medlemsstaterne. Batcher af virus i cellekulturer med lavt passagetal dyrkes i celledyrkningsglas pa
BF-2- eller RTG-2-celler for VHSV og pd EPC- eller FHM-celler for IHNV. Der anvendes celledyrkningsmedium
med mindst 10 % serum. Der anvendes en lav MOI til podning (< 1).

Ved fuld CPE skal der hastes virus ved centrifugering af cellekultursupernatanten ved 2 000 x g i 15 minutter;
derefter filtersteriliseres det gennem et 0,45 pm membranfilter og fordeles i merkede frysergr. Virusset skal
opbevares ved — 80 °C.

En uge efter frysning optes tre glas med hvert virus i koldt vand, og det titreres pd deres respektive cellelinjer.
Mindst hver sjette maned, eller hvis der er mistanke om, at cellelinjernes modtagelighed for infektion er
mindsket, optes og titreres hvert virusisolat.

Titreringsprocedurerne skal ngje beskrives, og der anvendes samme metode hver gang.

Titrering indtil fortyndingsslutpunktet gentages seks gange pa hvert fortyndingstrin. Titerne sammenlignes med
tidligere titere. Hvis titeren af et af de tre virusisolater er mindst to logaritmer lavere end den oprindelige titer,
md cellelinjen ikke laengere anvendes til overvagningsformal.

Hvis der anvendes flere cellelinjer i laboratoriet, skal hver cellelinje underseges for sig.

Data og optegnelser skal opbevares i mindst 10 ar.

DEL 2

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER FOR OVERVAGNING OG BEKRAEFTELSE AF KOI-
HERPESVIRUS-SYGDOM (KHV)

L Detaljerede diagnosemetoder og -procedurer for at bekrefte forekomst af eller udelukke mistanke om KHV
Hvis der i overensstemmelse med artikel 57, litra b), i direktiv 2006/88/EF kraves laboratorieundersggelser for
at bekraefte forekomst af eller udelukke mistanke om KHV ved hjlp af diagnosemetoderne i bilag 1, del 2,
afsnit III, anvendes de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i punkt I.1-1.2 nedenfor.

L1 Praparation af fiskeprover
Til diagnostiske formdl kan fisken (sendt levende eller dod og pakket separat i forseglede aseptiske beholdere)
eller alternativt frosne organer eller stykker af organer konserveret i 80 % til absolut ethanol eller

transportmedium til virus (skal behandles senest 48 timer efter indsamlingen) anvendes til undersogelse med
konventionel PCR eller gPCR-baserede metoder.

Til pavisning af KHV indsamles geller og nyre; desuden kan milt, hjerne og tarm indgd i en yderligere separat
prove. [ akutte tilfelde kan veevsmateriale fra op til fem fisk udgere en samleprove.

Endvidere kan prover, der kan udtages uden at sld dyret ihjel, som f.eks. blod, svaberprover fra geller, biopsi fra
geller og skrab fra slimhinder, anvendes i visse tilfelde (sdledes at der kan anvendes meget verdifulde fisk i
tilfelde af mistanke om forekomst af KHV).

[.L1.1. DNA-ekstraktion

DNA skal ekstraheres i henhold til standardprocedurerne.

Der kan anvendes kommercielt tilgeengelige DNA-ekstraktionskit, der giver DNA af hgj kvalitet, som er egnet til
anvendelse med de PCR-protokoller, der er omhandlet i punkt L.2.
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L2 Agenspavisning og -identifikation med metoder, der er baseret pa polymerasekadereaktion (PCR)
[.2.1. gPCR til pavisning af KHV

Til gPCR-pévisning af KHV skal felgende qPCR-analyse anvendes:

Forward primer (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3’

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

og probe (KHV-109p): 5'-FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Cyklusbetingelser: 1 cyklus ved 95 °C i 15 minutter efterfulgt af 40 cyklusser ved 94 °C i 15 sekunder og 60 °C
i 60 sekunder. Negative template-kontroller og positive kontroller skal indgd for hver korsel. Andre
qPCR-versioner med dokumenteret tilsvarende effektivitet kan dog ogsé anvendes.

1.2.2.  Konventionel PCR til pavisning af KHV

Der skal anvendes den i dette punkt beskrevne analyse, som er malrettet thyminkinase-genet (TK) i KHV. Andre
PCR-analyser med dokumenteret sensitivitet og specificitet svarende til den beskrevne analyses kan dog ogsd
anvendes.

Forward primer (KHV-TK{): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3’
Reverse primer (KHV-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3'.

Cyklusbetingelser: 1 cyklus ved 95 °C i 5 minutter efterfulgt af 35 cyklusser ved 95 °C i 30 sekunder, 52 °C
i 30 sekunder, 72 °C i et minut og 1 cyklus ved 72 °C i 10 minutter. Der anvendes en produktsterrelse
pd 409 bp.

Resultaterne af PCR kan variere athengigt af de betingelser, den udferes under, dvs. der kan veere brug for at
optimere de termiske protokoller afhangigt af den anvendte termocykler. Endvidere kan der forekomme falsk
positive resultater pd grund af falsk hybridisering af primer eller kontaminering. Negative template-kontroller og
positive kontroller skal indgé for hver kersel. Andre PCR-versioner med dokumenteret tilsvarende effektivitet
kan dog ogsa anvendes.

Den forste pavisning i et omrdde skal bekraftes ved sekventering eller sendes til et nationalt referencelabo-
ratorium eller til EU-referencelaboratoriet for fiskesygdomme, jf. bilag VI til direktiv 2006/88/EF, med henblik
pa ajeblikkelig identifikation.

IL. Detaljerede diagnosemetoder og -procedurer for overvigning af KHVD

Hvis der foretages preveudtagning og laboratorieundersegelse med henblik pd at opnd eller opretholde en
bestemt sundhedsstatus for sd vidt angdr KHVD som fastsat i bilag I, del 2, afsnit I, ved hjalp af diagnose-
metoderne i del 2, afsnit I og III, i samme bilag, anvendes de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i
folgende punkt II.1 og I1.2.

I.1.  Preparation af fiskeprover

Hvis det er muligt, skal der udtages prover af fisk, der i en lengere periode har varet holdt ved temperaturer,
ved hvilke virus udvikler sig (dvs. to til tre uger ved 15-26 °C). Hvis det er muligt, skal der udtages prover
24 timer, og senest 72 timer, efter driftspraksis, der kan reaktivere virusset i fisk med status som virusbearer,
f.eks. brug af net eller transport, for at forbedre chancen for at pavise KHV.

Med henblik pd overvdgning af KHVD kan fisken (sendt levende eller ded og pakket separat i forseglede
aseptiske beholdere) eller alternativt frosne organer eller stykker af organer konserveret i 80-100 % alkohol eller
transportmedium til virus (skal behandles senest 48 timer efter indsamlingen) anvendes til undersogelse med
PCR-baserede metoder. Med henblik pé overvigning af KHVD udtages vev fra geller og nyre.

Med henblik pa overvdgning af KHVD undgds sd vidt muligt samling af preverne. Hvis samling af prover er
nedvendig, kan vavsmateriale fra hgjst to fisk udgere en samleprove. Storre prover skal homogeniseres med
morter og pistil eller stomacher, og delprever skal udtages til DNA-ekstraktion inden klaring. Alternativt kan
delprover udtages fra hvert vaev, som indgdr i preven, og anbringes i »lysisrer«.



23.9.2015 Den Europeiske Unions Tidende L 24747

IL.1.1. DNA-ekstraktion
DNA skal ekstraheres i henhold til standardprocedurerne. Der kan anvendes kommercielt tilgeengelige

DNA-ekstraktionskit, der giver DNA af hgj kvalitet, som er egnet til anvendelse med PCR-protokollerne i
punkt IL.2.

Det acceptable forhold mellem vav og medium er 1:9 w/v. I preverne skal indgd 20-25 mg vavsmateriale.

I.2.  Overvagning af KHVD med PCR-baserede metoder

Til overvagning af KHV anvendes qPCR. Hvis der forekommer positive prover i et omrdde, der ikke tidligere er
bekreeftet positivt, skal undersegelsesresultaterne bekreftes enten:

a) ved sekventering af et PCR-produkt eller et nested PCR-produkt fra preverne.
Der skal mindst vaere 98 % match mellem den opndede rene konsensussekvens og disse referencesekvenser

b) eller alternativt ved at sende preverne til et nationalt referencelaboratorium med henblik pé bekraftelse af
resultaterne.

.2.1. qPCR til pavisning af KHV
Folgende qPCR skal anvendes:
Forward primer (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3’
Reverse primer (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3’
og probe (KHV-109p): 5'-FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Cyklusbetingelser: 1 cyklus ved 95 °C i 15 minutter efterfulgt af 50 cyklusser ved 94 °C i 15 sekunder og 60 °C
i 60 sekunder.

Resultaterne af qPCR kan variere afhangigt af de betingelser, den udferes under, dvs. der kan veere brug for at
optimere de termiske protokoller afthengigt af den anvendte termocykler. Endvidere kan der forekomme falsk
positive resultater pd grund af falsk hybridisering af primer eller laboratoriekontaminering. Negative template-
kontroller og positive kontroller skal indgd for hver kersel. Andre qPCR-versioner med dokumenteret tilsvarende
effektivitet kan dog ogsé anvendes.

1.2.2.  Konventionel PCR til bekraftelse af KHV-pavisning

Til bekreftelse af forekomst af infektion med KHV skal den generiske nested PCR, som er beskrevet i tabel 2.1,
anvendes efterfulgt af sekventering af det amplificerede produkt.

Tabel 2.1

Primere og betingelser for nested PCR-analysen, der er madlrettet alle cyprinidherpesvirus (CyHV-1,
CyHV-2 og CyHV-3)

Primernavn Sekvens Cyklusbetingelser Produktsterrelse
CyHVpol-forward | 5'-CCAGCAACATGTGCGACGG-3’ Forste runde PCR
1 oyklus:
95 °C i 2 minutter
40 cyklusser:
95 °C i 30 sekunder 362 bp

CyHVpol-reverse 5'-CCGTARTGAGAGTTGGCGCA-3’ 55 °C i 30 sekunder

72 °C i 45 sekunder
1 cyklus:
72 °C i 10 minutter.
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Primernavn Sekvens Cyklusbetingelser Produktsterrelse

CyHVpol-internal

5'-CGACGGVGGYATCAGCCC-3’ Anden runde PCR
forward

1 cyklus:

95 °Ci 2 minutter
40 cyklusser:

95 °C i 30 sekunder 339 bp
CyHVpol-internal 5 GAGTTGGCGCAYACYTTCATC.3' | 22 °C i 30 sekunder
reverse 72 °C 145 sekunder
1 oyklus:

72 °Ci 10 minutter

Resultaterne af PCR kan variere athangigt af de betingelser, den udferes under, dvs. der kan veare brug for at
optimere de termiske protokoller afthengigt af den anvendte termocykler. Endvidere kan der forekomme falsk
positive resultater pd grund af falsk hybridisering af primer eller laboratoriekontaminering. Negative template-
kontroller og positive kontroller skal indgd for hver kersel. PCR-versioner med dokumenteret tilsvarende
effektivitet kan ogsd anvendes.

Sekventering kan foretages af laboratoriet eller hos eksterne specialiserede sekventeringsvirksomheder. Sekvente-
ringsresultaterne skal analyseres ved at sammenligne sekvenserne med kendte referencesekvenser af KHV
(GenBank, stammesamlingsnummer AP008984, DQ657948 og DQ177346). Der skal mindst vare 98 % match
mellem den opndede rene konsensussekvens og disse referencesekvenser

DEL 3

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER FOR OVERVAGNING OG BEKR./EFTELSE AF INFEKTI@S
LAKSEANAEMI (ISA)

L Proveudtagningsprocedurer for overvigning og bekempelse af ISA

Hvis der foretages proveudtagning og laboratorieundersogelse med henblik pd overvignings- eller udryddelses-
programmerne i bilag I, del 3, eller for at bekrafte eller udelukke forekomst af ISA i overensstemmelse med
artikel 57, litra b), i direktiv 2006/88EF, anvendes de detaljerede metoder og procedurer i punkt 1.1, 1.2 og L.3.

L1 Praparation af fiskeprover

Fiskeprover til laboratorieundersagelser for forekomst af ISA md, hvis muligt, ikke samles. I forbindelse med
overvdgning af ISA ma 2-5 fisk dog gerne samles i en prove.

Prover til revers transkriptase-polymerasekadereaktion (RT-PCR) skal udtages af alle de af proven omfattede fisk.
Et stykke af mellemnyren fjernes fra fisken med et sterilt instrument og overferes til et mikrocentrifugeglas med
1 ml RNA-konserveringsvaske af dokumenteret effektivitet. Vaev fra op til fem fisk kan samles i et ror med
transportoplesning og udgere en samleprove. Vagten af vevet i en prove skal vare 0,5 g. Hvis fisken er for lille
til, at der kan opnés en prove af den krevede veegt, kan der tages stykker af nyre, hjerte, milt, lever eller
blindtarm i navnte rackkefolge, indtil der opnds 0,5 g.

Prover til histologisk undersegelse mé kun udtages fra nyligt aflivede fisk med normal konstitution, der udviser
kliniske tegn eller tegn ved obduktion, som tyder pad forekomst af ISA. Alle ydre eller indre leesioner skal
medtages i preven, og der skal under alle omstendigheder udtages prover af mellemnyre, hjerte, lever,
bugspytkirtel, tarm, galler og milt, som fjernes fra de enkelte fisk ved hjelp af en skalpel og overferes til
en 8-10 % (v/v) bufferet formaldehyd/saltoplesning. Forholdet mellem fikseringsvaske og vev skal mindst vare
20:1 for at sikre en tilfredsstillende konservering af vavet. Til immunhistokemi (IHC) skal der udtages prover fra
mellemnyre og hjerte.
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Til virologisk undersogelse i cellekultur udtages der vaev af alle de af proven omfattede fisk. Stykker af lever, for-
eller mellemnyre, hjerte og milt fjernes fra fisken med et sterilt instrument og overferes til plastror med 9 ml
transportmedium. Vaev fra op til fem fisk kan samles i et ror med transportoplasning og udgere en samleprave.
Vagten af vavet i en prove skal vere 1,0 £ 0,5 g.

L.2. Forsendelse af fiskeprover

Hele fisk kan transporteres til laboratoriet, hvis de i tredje afsnit i dette punkt beskrevne krav til transporttem-
peraturen kan overholdes. Hele fisk skal indpakkes i absorberende papir og sendes i en plastpose, der kales som
beskrevet i nevnte afsnit.

Der kan ogsd sendes levende fisk, men kun under tilsyn af det nationale referencelaboratorium for
fiskesygdomme, og idet der tages hensyn til de yderligere desinficerings- og biosikkerhedsaspekter i forbindelse
med transport af levende fisk.

Blodprever og rer med fiskevaev til virologisk undersagelse eller RT-PCR-analyse placeres i isolerede beholdere,
f.eks. tykveeggede polystyren-kasser, sammen med tilstreekkeligt med is eller fryseblokke, sd det sikres, at
proverne opbevares keligt under transporten til laboratoriet. Frysning skal undgds, og ved modtagelsen skal der
stadig vere is i transportbeholderen, eller en eller flere af fryseblokkene skal stadig vere helt eller delvis frosset.
Under ekstraordinere omstendigheder kan RT-PCR-prover og prever til virologisk undersagelse lynfryses og
transporteres til laboratoriet ved — 20 °C eller derunder.

Til RT-PCR-analyse af vav konserveret i ribonukleinsyre(RNA)later skal RNA-ekstraktion foretages inden for
folgende tidsfrister athangigt af den temperatur, som preverne opbevares ved:

prover opbevaret ved 37 °C: en dag

prover opbevaret ved 25 °C: en uge

prover opbevaret ved 4 °C: en maned

prever opbevaret ved — 20 °C: tidsubegranset.

Hvis fiskevaev transporteres i fikseringsvaske til histologisk undersogelse, skal det forsendes i lakagesikre ror i
stedsikre beholdere. Nedfrysning af disse prover skal undgés.

Den virologiske undersggelse i cellekultur skal pdbegyndes hurtigst muligt og senest 48 timer efter
proveudtagningen. I undtagelsestilfeelde kan den virologiske undersogelse pdbegyndes senest 72 timer efter
indsamlingen af materialet, hvis materialet er beskyttet af transportmedium, og kravene til transporttem-
peraturen kan overholdes.

L3. Indsamling af supplerende diagnostisk materiale
Under forudsatning af det diagnostiske laboratoriums godkendelse kan andet fiskevaev end det i punkt L1

omhandlede indsamles og prapareres til supplerende undersogelser.

IL. Detaljerede diagnosemetoder og -procedurer for overvigning af og for at bekrafte forekomst af eller for at udelukke
mistanke om ISA

Hvis der foretages laboratorieundersogelser for at opnd eller opretholde en bestemt sundhedsstatus med hensyn
til ISA, jf. bilag I, del 3, afsnit I, eller for at bekrafte forekomst af eller udelukke mistanke om ISA i
overensstemmelse med artikel 57, litra b), i direktiv 2006/88/EF ved hjalp af diagnosemetoderne i bilag I, del 3,
afsnit II, anvendes de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i punkt I.1-I1.5 nedenfor.

I.1.  Undersogelse af prover ved hjelp af RT-PCR
Den diagnosemetode, der skal anvendes til screening for ISAV, skal veere RT-qPCR. Da resultaterne af RT-qPCR

kan variere afhengigt af de betingelser, den foretages under, skal der anvendes passende negative og positive
kontroller samt amplikon for at undgd enhver tvivl.

II.L1.1. Total RNA-ekstraktion

Alt arbejde med RNA skal udferes pa is, og der skal anvendes handsker.
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RNA ekstraheres efter phenolchloroformmetoden eller med kolonner til oprensning af RNA i henhold til
fabrikantens anvisninger.

RNA skal genopslemmes i destilleret RNAse-frit vand (dvs. vand, der er behandlet med 0,1 % diethylpyro-
carbonat).

Det ekstraherede DNA’s koncentration og renhed skal bestemmes ved at male den optiske densitet ved 260 nm
og ved 280 nm. En alternativ fremgangsmdde kan veere at inkludere interne kontroller, der er malrettet
virusgenomet, jf. punkt I.1.3.

[.1.2.  RT-PCR til ISAV-pévisning

Der kan anvendes flere RT-PCR-metoder til ISAV-genomamplificering. Der kan foretages en totrins-RT-PCR,
hvor RT- og PCR-reaktionstrinnene keres i to separate ror. Der kan dog ogsd foretages en ettrins-reaktion, hvor
de to reaktioner keres i ét rer. Hvor det er muligt, skal ettrins-metoden anvendes, da risikoen for krydskonta-
minering mindskes, idet indholdet ikke skal overferes, og denne metode anses for at vare lige s sensitiv som
totrins-metoden.

Der skal anvendes de primere og analyser, der er beskrevet i dette punkt, dvs. primerparret ILA1 eller ILA2, der
er malrettet segment 8, og som er fundet egnet til pavisning af ISAV ved udbrud og hos fisk, der er barere. Den
reverse primer ILA2 matcher ikke isolater fra Nordamerika, og der skal i sddanne tilfalde anvendes et alternativt
primerseet.

Forward primer (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3’
Reverse primer (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3".

Cyklusbetingelser: 1 cyklus ved 50 °C i 30 minutter, 1 cyklus ved 94 °C i 15 minutter, 40 cyklusser ved 94 °C i
30 sekunder, 55 °C i 30 sekunder og 72 °C i 60 sekunder; 1 cyklus ved 72 °C i 5 minutter. Produktsterrelse:
155 bp.

Resultaterne af PCR kan variere athangigt af de betingelser, den udferes under, dvs. der kan vaere brug for at
optimere de termiske protokoller athangigt af den anvendte termocykler. Endvidere kan der forekomme falsk
positive resultater pd grund af falsk hybridisering af primer eller laboratoriekontaminering. Negative template-
kontroller og positive kontroller skal indgd for hver kersel. Andre RT-PCR-versioner med dokumenteret
tilsvarende effektivitet kan dog ogsa anvendes.

I.1.3. RT-gPCR til ISAV-pavisning

Anvendelsen af RT-qPCR kan ege specificiteten og muligvis ogsé sensitiviteten. Metoden kan udferes hurtigere,
da der ikke kraves gelelektroforese, og den mindsker risikoen for krydskontaminering, da det er muligt at
estimere mangden af viralt genomisk RNA i prevergret. En ulempe ved RT-qPCR-analyse er, at det ofte ikke er
muligt at sekventere de amplificerede produkter. Hersker der imidlertid tvivl om det amplificerede produkts
specificitet, skal der kores en anden ISAV-specifik analyse for at verificere resultatet.

Den i dette punkt beskrevne analyse, som er en analyse, der er malrettet segment 8, skal anvendes. Denne
analyse skal omfatte isolater fra Den Europwiske Union, Den Europeiske Frihandelssammenslutning og
Nordamerika. Hvor det er muligt, skal ettrins-metoden anvendes, da metoden med ét rer mindsker risikoen for
krydskontaminering.

Forward primer: 5'- CTACACAGCAGGATGCAGATGT -3’
Reverse primer: 5'- CAGGATGCCGGAAGTCGAT -3’
og probe: 5'-FAM- CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3'".

Negative template-kontroller og positive kontroller skal indgd for hver kersel. Cyklusbetingelser: 1 cyklus ved
50 °C i 30 minutter, 1 cyklus ved 95 °C i 15 minutter, 40 cyklusser ved 94 °C i 15 sekunder, 60 °C
i 60 sekunder; justeres om nedvendigt. Andre RT-PCR- eller RT-qPCR-versioner med dokumenteret tilsvarende
effektivitet kan ogsd anvendes.
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I.1.4. Sekventering af amplificerede PCR-produkter
Forward primer (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA -3’
Reverse primer (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA -3".

Negative template-kontroller og positive kontroller skal indgéd for hver kersel. Cyklusbetingelser (ettrins-RT-PCR):
1 cyklus ved 50 °C i 30 minutter, 1 cyklus ved 94 °C i 15 minutter, 40 cyklusser ved 94 °C i 30 sekunder,
55 °C i 30 sekunder og 72 °C i 60 sekunder, 1 cyklus ved 72° i 5 minutter; justeres om nedvendigt. Andre
RT-PCR- eller RT-qPCR-versioner med dokumenteret tilsvarende effektivitet kan ogsd anvendes.

Alternativt kan folgende metode til sekventering af HPR i segment 6 anvendes:
Forward primer: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3’

Reverse primer: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3’
Produktsterrelse: 304 nt hvis HPRO.

RT-PCR-analyser med samme sensitivitet og specificitet som den analyse, der er beskrevet i dette punkt, kan
ogsd anvendes.

Det amplificerede RT-PCR-produkts renhed skal kontrolleres ved gelelektroforese inden sekventering. Hvis der
kun forekommer ét rent fragment, skal det renses direkte fra PCR-reaktionen. Hvis der forekommer flere
amplificerede fragmenter, skal det relevante fragment renses ved gelelektroforese. PCR-fragmenterne skal renses
for oplesninger eller agarosegeler ved hjelp af kolonner til oprensning af PCR-fragmenter i henhold til
fabrikantens anvisninger.

Sekventering skal foretages med amplificeringsprimere hos eksterne specialiserede sekventeringsvirksomheder.
Sekventeringsresultaterne skal analyseres ved hjalp af segevarktgjet BLAST, og sekvenserne skal sammenlignes
med andre kendte sekvenser i nucleotiddatabasen i det amerikanske »National Centre for Biotechnical
Information« (NCBI).

Sekventering skal fjerne al tvivl om et amplificeret RT-PCR-produkts specificitet.

I.2.  ISAV-isolation i cellekulturer
.2.1. Preparation af prever

Vavet kan opbevares ved — 80 °C. Vavet mé kun fryses og optes én gang, inden det undersoges. I forbindelse
med overvdgning og kontrol skal undersegelsen foretages sa hurtigt som muligt.

Hver prove (samlet vavsprove i transportvaske) skal homogeniseres fuldsteendigt ved hjelp af en valideret
homogenisator, centrifugeres ved 2 000 til 4 000 x g i 15 minutter ved 0-6 °C, og supernatanten skal filtreres
(0,45 pm) og inkuberes med en tilsvarende mangde passende fortyndet blanding af antiserum mod de indigene
serotyper af IPNV. Antiserumtiteren skal vaere mindst 1:2 000 i en 50 % pladeneutraliseringsprove. Blandingen
inkuberes i 1 time ved 15 °C. Derved opnds inokulummet.

Formdlet med at behandle alle inokula med antiserum mod IPN-virus (et virus, som i nogle dele af Europa
forekommer i 50 % af alle fiskeprover) er at hindre, at der udvikles cytopatisk effekt (CPE) som felge af
IPN-virus i podede cellekulturer. En sddan behandling kan gennemferes for at nedsatte de virologiske
undersggelsers varighed og antallet af tilfaelde, hvor forekomst af CPE ellers matte opfattes som en potentiel
indikation af ISAV. Nar preverne kommer fra produktionsenheder, der anses for at vare frie for IPN, kan
behandling af inokula med antiserum mod IPN-virus undlades.

1.2.2.  Podning i cellekulturer

Atlantic salmon kidney-celler (ASK-celler) skal anvendes til primar ISAV-isolation. Andre cellelinjer af
dokumenteret effektivitet og sensitivitet ved isolation af ISAV kan anvendes under hensyntagen til stammevari-
abilitet og de forskellige stammers evne til replikation i forskellige cellelinjer. ASK-cellerne synes at stotte
isolation og vakst af de hidtil kendte virusisolater, sd lenge der anvendes et lavt passageniveau. Der kan
forekomme en tydeligere cytopatisk effekt i ASK-celler end i andre modtagelige cellelinjer som f.eks. SHK-1
(Salmon Head Kidney-1).
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ASK-celler (passage 65 eller derunder) skal dyrkes i et L-15-medium indeholdende 10 % fotalt kvagserum,
2 % (vl[v) 200 mM L-glutamin og 0,08 % (v/v) 50 mM 2-mercaptoethanol i multibrgndplader. Antiserum-
behandlet organopslemning podes pa unge aktivt voksende cellekulturer, s& der fremkommer en slutoplesning
af vevsmateriale i dyrkningssubstrat pd 1:1 000. For hvert organ tilsettes en opslemning af 40 pl
podemateriale til én brend med 2 ml dyrkningsmedium. For at mindske risikoen for krydskontaminering skal
der anvendes separate plader med 12 eller 24 brende til prover fra forskellige akvakulturbrug.

En plade lades upodet, sd den kan bruges som negativ kontrol. En separat plade til positiv kontrol podes med et
referenceisolat af ISAV pd felgende mdde: 100 pl af et stampraparat af ISAV (minimumstiter 107 50 % Tissue
Culture Infective Dose (TCID50 ml-')) podes i den forste brond og omreres. En mangde af dette materiale
overfores fra den forste brend til den anden brend, sd der opnds en fortynding pd 1:10, og omrgres. Dette
gentages hen over pladen, s der opnds seks ti-fold-fortyndinger. ISAV-stampraparatet kan opbevares
ved — 80 °C i mindst to dr, men ndr det er opteet, skal det anvendes i lgbet af tre dage. Det skal forhindres, at
provepladerne krydskontamineres med positivt kontrolmateriale. For at undgd denne risiko skal positive
kontroller opstilles og behandles adskilt fra provepladerne. Hvis ASK-cellerne gennemgar en sensitivitetstest mod
ISAV-isolater hver sjette maned, kan dette erstatte anvendelsen af en positiv kontrol ved hver podning.

Proverne inkuberes ved 15 = 2 °C i op til 15 dage. Cellekulturerne skal ved hjelp af et mikroskop undersoges
for CPE to gange, nemlig 5-7 dage og 12-14 dage efter podningen. Hvis der i en samleprove konstateres CPE,
skal der straks foretages virusidentifikation i overensstemmelse med punkt I1.2.4. Hvis der den 14. dag ikke er
konstateret CPE, skal der foretages en IFAT, en hamadsorptionstest eller en RT-PCR.

.2.3. Subkultivering

Subkultivering foretages fra dag 13-15. Cellekulturens supernatant tilsattes til brende indeholdende friske aktivt
voksende celler i passende oplesning (1/10) i multibrendplader og inkuberes ved 14 + 2 °C i op til 18 dage.
Cellekulturerne skal ved hjelp af et mikroskop underseges for CPE to gange, nemlig 5-7 dage og 14-18 dage
efter podningen. Hvis der i en samleprove konstateres CPE, skal der straks foretages virusidentifikation i
overensstemmelse med punkt I.2.4. Hvis der i perioden fra dag 14 til dag 18 ikke konstateres CPE, skal der
foretages en heemadsorptionstest eller en RT-PCR.

Hvis der inden for de forste syv inkubationsdage optreder cytotoksicitet, skal der pd dette tidspunkt foretages
subkultivering, og cellerne inkuberes i 14-18 dage og subkultiveres igen med yderligere inkubation
i 14-18 dage. Hvis der optrader cytotoksicitet efter den syvende dag, skal der foretages subkultivering én gang,
og cellerne inkuberes, indtil den samlede inkubationsperiode fra primarpodningen er pd 28-36 dage.

Hvis der optraeder bakteriekontamination i primarkulturen, skal testen foretages pd ny under anvendelse af det
ved — 80 °C opbevarede vaeevshomogenat. Inden podningen centrifugeres veevshomogenatet ved 4 000 x g
i 15-30 minutter ved 0-6 °C, og supernatanten filtreres gennem et 0,22 pm filter. Hvis bakteriekontaminationen
optreeder under subkultiveringen, filtreres supernatanten gennem et 0,22 pm filter, podes pa friske celler og
inkuberes i yderligere 14-18 dage.

I1.2.4. Virusidentifikationstest

Hvis der pd noget tidspunkt konstateres tegn pd CPE, eller hvis en hemadsorptionstest er positiv, skal der
foretages virusidentifikation. De metoder, der velges til identifikation af ISAV, skal vaere RT-PCR i
overensstemmelse med punkt I.1 og immunfluorescens (IF) i overensstemmelse med punkt I1.2.6. Hvis det
formodes, at andre virus kan vere til stede, skal der foretages supplerende virusidentifikationstest. Hvis sddanne
test ikke i lobet af en uge har fort til en definitiv identifikation af virusset, skal supernatanten sendes til et af
folgende laboratorier med henblik pd ejeblikkelig identifikation:

a) OIE’s (Verdensorganisationen for Dyresundhed) referencelaboratorium for ISA eller

b) et nationalt referencelaboratorium eller EU-referencelaboratoriet for fiskesygdomme, jf. bilag VI til direktiv
2006/88/EF.

1.2.5. Hamadsorption

Da replikation af ISAV i cellekulturer ikke altid resulterer i CPE, skal hver brend underkastes en RT-PCR-test
eller en heemadsorptionstest i overensstemmelse med narverende punkt eller en IF-test i overensstemmelse med
punkt I1.2.6.
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Celledyrkningsmediet fjernes fra hver brend, ogsa fra dem til positiv og negativ kontrol, og anbringes i sterile
mearkede ror. 500 pl af en 0,2 % (v/v) oplesning af vaskede rede blodlegemer fra kanin eller hest eller en
0,05 % (v|v) oplesning af vaskede rade blodlegemer fra regnbuegrred eller atlantisk laks tilsattes i hver brend
og inkuberes ved rumtemperatur i 45 minutter. Derefter fjernes de rede blodlegemer, og hver brend vaskes to
gange med L-15-medium. Hver brend underseges ved hjelp af et mikroskop.

Forekomst af ansamlinger af rede blodlegemer pd overfladen af ASK-celler tages som tegn pd en formodet
infektion med en orthomyxovirus. Hvis en heemadsorptionstest er positiv, skal der straks foretages en virusiden-
tifikationstest i overensstemmelse med punkt 11.2.4.

.2.6. Immunfluorescens (IF)

ASK-celler (passage 65 eller derunder) dyrkes i L-15-medium indeholdende 10 % fatalt kvaegserum, 2 % (v/v)
200 mM L-glutamin og 0,08 % (v[v) 50 mM 2-mercaptoethanol i multibrendplader med mere end 50 %
sammenflydning. Andre cellelinjer eller vakstmedium af dokumenteret effektivitet kan ogsd anvendes. 225 pl
supernatant af den kultur, der formodes inficeret med virus, tilsattes til hver af to brende og omreres, hvorefter
225 pl overfores til to yderligere brende (en fortynding pd 1:5). To yderligere bronde lades upodede, sd de kan
fungere som kontroller. Prover fra de enkelte akvakulturbrug skal behandles pé separate plader, og det samme
galder viruskontrollen. Der etableres en viruskontrol ved hjalp af et referenceisolat af ISAV.

Pladerne inkuberes ved 14 * 2 °C og underseges mikroskopisk i op til syv dage. Hvis tidlig CPE konstateres,
eller hvis der ikke i lobet af syv dage konstateres CPE, er naste skridt fiksering. Brondene vaskes med phosphat-
bufferet saltoplasning (PBS) og fikseres ved inkubation med 80 % acetone i 20 minutter ved rumtemperatur.
Pladerne lufttorres og farves med det samme eller efter hgjst 24 timers opbevaring ved 0-6 °C.

Replikationsbrende farves med en blanding af monoklonale antistoffer (MAb) 3H6F8 og 10C9F5 mod ISAV
eller et andet MAb af dokumenteret effektivitet og specificitet, oplast i PBS, og inkuberes ved 37 = 4 °C
i 30 minutter. MAb fjernes, og pladerne vaskes tre gange med 0,05 % Tween 20 i PBS. Et anti-muse-IgG-FITC-
konjugat oplest i PBS tilsattes til hver brend og inkuberes ved 37 + 4 °C i 30 minutter. Oplesningerne af
forskellige batcher af MAb og FITC-konjugat optimeres i hvert laboratorium. Antistoffet fjernes, og pladerne
vaskes tre gange med 0,05 % Tween 20 i PBS.

Brendene undersgges straks ved hjalp af et inverteret mikroskop forberedt til fluorescensmikroskopi med et
filter egnet til excitering af FITC. En test betragtes som positiv, hvis der iagttages fluorescerende celler. For at en
test er gyldig, skal de positive kontroller give positivt resultat og de negative kontroller give negativt resultat.

I.3.  Undersogelse af andet vaev

Den i punkt I1.2.6 omhandlede metode kan anvendes for andet fiskeveev sdsom lever, milt og hjerte, forudsat at
en rimelig mangde endoteliale celler, leukocytter eller lymfocytter kan anbringes pd objektglasset.
Farvningsmetoden er den samme for alt vaev, idet det dog for nogle former for vav kan vare at foretraekke at
undgé farvning med propidiumjodid og i stedet anvende fasebelysning ved identifikationen af de celletyper, der
forekommer i aftrykket.

[.4.  Histologi

De i paraffin indstebte snit skeres i 5 pm tynde skiver og farves med hamatoxylin og eosin.

De histologiske @ndringer i klinisk syg atlantisk laks varierer, men de kan omfatte folgende:

a) talrige erytrocytter i den centrale vengse sinus og gellernes lamellere kapillerer, hvor der ogsd kan dannes
tromber af erytrocytter

b) multifokale til sammenflydende petekkier eller nekrose af hepatocytter eller begge dele i nogen afstand fra de
storre blodkar i leveren; multifokal akkumulering af erytrocytter i dilaterede sinusoider i leveren
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¢) akkumulering af erytrocytter i blodkarrene i tarmens lamina propria, eventuelt resulterende i bledninger i
lamina propria

d) miltens stroma udspilet pa grund af akkumulering af erytrocytter

e) let multifokal til meget udbredt interstitiel bledning med tubuler nekrose i de bledende omrdder og
akkumulering af erytrocytter i glomeruli i nyren

f) erytrofagocytose i milten og sekundzre bledninger i lever og nyre.

Immunhistokemi (IHC)

Polyklonale antistoffer mod ISAV-nukleoprotein anvendes pd paraffinsnit fra formalinfikseret veev. De organer,
som skal undersgges, er mellemnyre og hjerte (overgangsomréde inklusive alle tre kamre og klapper). Mistanke
som folge af patologiske tegn skal verificeres med en positiv IHC. Histologiske snit skal prapareres i
overensstemmelse med standardmetoder.

1) Praeparation af vavssnit

Vav fikseres i neutral phosphat-bufferet 10 % formalin i mindst 1 dag, dehydreres i ethanol i stigende
koncentrationer, klares i xylen og indstebes i paraffin i henhold til standardprotokollerne. Ca. 5 pm tykke
snit (for IHC anbragt pd poly-L-lysin-belagte objektglas) opvarmes ved 56-58 °C (hgjst 60 °C) i 20 minutter,
voksen fjernes i xylen, snittene rehydreres i ethanol i faldende koncentrationer og farves med hamatoxylin
og eosin med henblik pd patomorfologi og IHC i overensstemmelse med nr. 2).

2) Farvningsmetode for IHC

Alle inkubationer foretages ved rumtemperatur pd et vippebord, medmindre andet er fastsat i denne
afgorelse:

a) Udtrek af antigen foretages ved at koge snittene i 0,1 M citratbuffer (pH 6,0) i 2 x 6 minutter efterfulgt
af blokering med 5 % fedtfri tormalk og 2 % gedeserum i 50 mM TBS (TBS; TrisfHCl 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,6) i 20 minutter.

b) Derefter inkuberes snittene natten over med primart antistof (monospecifikt kaninantistof mod
ISAV-nukleoprotein) oplest i TBS med 1 % fedtfri termalk efterfulgt af tre skylninger med TBS med
0,1 % Tween 20.

¢) Til pavisning af bundne antistoffer skal snittene inkuberes med antistoffer mod kanin-IgG, der er
konjugeret med alkalisk phosphatase, i 60 minutter. Efter en sidste vaskning tilsettes Fast Red
(1 mg ml-") og naphthol-AS-MX-phosphat (0,2 mg ml-') med 1 mM levamisol i 0,1 M TBS (pH 8,2); lad
det udvikle sig i 20 minutter. Derefter vaskes snittene i ledningsvand inden kontrastfarvning med Harris-
haematoxylin og monteres i vandigt monteringsmedium. ISAV-positive og ISAV-negative vavssnit skal
indgd som kontroller ved hver udferelse.

3) Fortolkning af resultaterne af IHC
Resultaterne af IHC-testen fortolkes som anfert i litra a) og b):

a) Kontrolsnittene anses for positive, ndr det konstateres, at kontrolsnittene har en klart synlig red (redlig)
cytoplasmatisk og intranukleaer farvning af endotelcellerne i endokardiets blodkar. Et prevesnit anses kun
for positivt, hvis der forekommer en sddan klar intranuklewr redfarvning af endotelcellerne.

b) Kontrolsnit anses for negative, hvis de ikke har nogen markante farvereaktioner.

Da den intranuklezre placering er specifik for orthomyxovirussets nukleoprotein i en fase af virusrepli-
kationen, mens samtidig cytoplasmisk farvning ofte er dominerende, skal cytoplasmiske og andre
farvningsmenstre uden intranuklezr placering anses for ikkespecifikke eller inkonklusive.
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De sterkeste positive farvningsreaktioner opnds normalt i endotelceller fra hjerte og nyre. Ved meget
omfattende hamoragiske lesioner kan endotel-farvningsreaktionerne vare svage eller fravaerende, muligvis
pd grund af lysis af inficerede endotelceller.

DEL 4

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER FOR OVERVAGNING OG BEKR./EFTELSE AF INFEKTION MED
MARTEILIA REFRINGENS

L Detaljerede diagnosemetoder og -procedurer for diagnose af infektion med Marteilia refringens

Hvis der foretages proveudtagning og laboratorieundersggelse med henblik pd at opnd eller opretholde en
sundhedsstatus med hensyn til infektion med Marteilia refringens, jf. bilag 1, del 4, afsnit I, eller for at bekrafte
eller udelukke forekomst af denne listeopferte sygdom i overensstemmelse med artikel 57, litra b), i direktiv
2006/88EF ved hjxlp af diagnosemetoderne i bilag I, del 4, afsnit II, anvendes de detaljerede diagnosemetoder
og -procedurer i punkt 1.1, 1.2 og L.3.

L1 Prgveudtagningsprocedure

Blgddyr med abne skaller eller nyligt dede bleddyr skal prioriteres ved preveudtagningen for at ege chancerne
for at finde inficerede dyr.

De indsamlede osters eller muslinger opbevares ved 4 °C eller pé keleis i hejst 24 timer, hvis der er bleddyr
med dbne skaller, og hejst 72 timer, hvis dette ikke er tilfaldet; de skal opbevares i en plastpose med en etiket
med oplysninger om esternes eller muslingernes art og oprindelse. Bladdyr med dbne skaller eller nyligt dede
bladdyr skal opbevares adskilt fra andre bladdyr.

Et 3-5 mm tykt veevssnit, der omfatter vev fra hjerte og geller, skal anvendes til diagnosticering af Marteilia
refringens ved hjelp af histologi. Et stykke af fordejelseskirtlen skal anvendes til visse test, bla. aftryk og
polymerasekadereaktion (PCR).

L.2. Mikroskopiske teknikker
1.2.1.  Cytologi (aftrykscytologi)

Efter torring af vev fra fordgjelseskirtlen pd absorberende papir skal der tages en rakke aftryk pa et objektglas.
Objektglassene skal lufttorres, fikseres i methanol eller i absolut ethanol og farves med et kommercielt
tilgeengeligt kit til farvning af blod, feks. Diff-Quick® Hemacolor®, i henhold til fabrikantens anvisninger.
Efter skylning i ledningsvand og terring skal objektglassene monteres med dakglas ved hjelp af en egnet
syntetisk harpiks. Dakglassene observeres forst ved 200 x forstorrelse og derefter i immersionsolie ved
1 000 x forsterrelse.

Et positivt resultat er iagttagelse af celler i storrelser pd op til 30-40 um. Cytoplasmaet farves basofilt, mens
cellekernen farves eosinofilt. Der observeres lyse haloer rundt om store steerkt farvede (lysbrydende) granula og
celler intracelluleert i storre celler.

Teknikken er ikke artsspecifik for parasitter.

1.2.2.  Histologi

Vavssnit, som omfatter geller, fordgjelseskirtel, kappe og gonade, fikseres i mindst 24 timer i Davidsons
fikseringsmiddel efterfulgt af normal behandling for histologi med paraffin og farvning, f.eks. med hematoxylin
og eosin. Der foretages observationer ved stadig kraftigere forsterrelse op til 1 000 x.

Et positivt resultat er iagttagelse af celler i storrelser pd 4-40 pm. De tidlige stadier bestdr af multinuklezre
celler, som er sferiske til aflange. Disse findes forst og fremmest i epitel fra spiserer og mave og undertiden fra
lebeflige. Sporedannelse omfatter celledelinger inden i celler og foregér i fordgjelseskirtlens tubuli og ducti.
Lysbrydende granula forekommer i forbindelse med sporedannelsen, men observeres ikke i de tidlige stadier. I
infektionens sene stadier iagttages der frie sporangia i lumen i fordgjelseskanalen. Cytoplasmaet farves basofilt,
mens cellekernen farves eosinofil. Farvningen af granula kan gé fra dybt orange til dybred.

Teknikken er ikke artsspecifik for parasitter.
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L3. Molekyleere teknikker
[.3.1.  DNA-ekstraktion

DNA skal ekstraheres i henhold til standardprocedurerne.

Der kan anvendes DNA-ekstraktionskit, der er kommercielt tilgaengelige og normalt giver DNA af hgj kvalitet,
som er egnet til anvendelse med de PCR-protokoller, der er beskrevet i punkt 1.3.2.

1.3.2.  Polymerasekadereaktion (PCR)

Der er udarbejdet og offentliggjort en raekke PCR-protokoller.

Der skal anvendes PCR-primere, der er malrettet ITS1-regionen (ITS = internal transcribed spacer), da de er i
stand til kun at amplificere M. refringens.

PCR skal foretages i en mangde pd 50 pl. PCR-blandinger skal indeholde buffer (500 mM KCl, 100 mM
TrisfHCl [pH 9,0 ved 25 °C] og 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP mix, 1 gM forward og
reverse primere, 0,02 enheder pl-!' Tag DNA-polymerase og 10-100 ng ekstraheret DNA. Efter denaturering af
DNA ved 94 °C i fem minutter, skal der keres 30 cyklusser som folger: denaturering ved 94 °C i ét minut,
hybridisering ved 55 °C i ét minut og elongering ved 72 °C i ét minut pr. kilobasepar. Der foretages en endelig
elongering i 10 minutter ved 72 °C. Til pavisning af M. refringens foretages der PCR med primere, der er
malrettet ITS1-regionen (5’-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3' og 5'-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3').

Positive kontroller skal bestd af genomisk DNA fra en sterkt inficeret vart eller plasmid-DNA inklusive
malregionen.

Negative kontroller skal bestd af genomisk DNA fra ikkeinficerede varter og PCR-reagenser uden mal-DNA.

Et positivt resultat er positiv PCR-amplificering i den forventede storrelse (412 bp), idet alle negative kontroller
skal veere negative, og alle positive kontroller positive.

[.3.3.  In-situ-hybridisering (ISH)

Der er udarbejdet og offentliggjort en rakke ISH-protokoller.

Der skal anvendes den probe, der er malrettet rRNA-genkompleksets SSU, fordi det er valideret i forhold til
histologi.

Veavssnit, som omfatter galler og fordgjelseskirtel, fikseres i mindst 24 timer i Davidsons fikseringsmiddel
efterfulgt af normal behandling for histologi med paraffin. Snit pd 5 pm skares og anbringes pa
aminoalkylsilan-belagte objektglas, som derefter opvarmes natten over i en ovn ved 40 °C. Voksen fjernes ved at
nedsenke snittene i xylen i 10 minutter. Dette trin skal gentages én gang, og derefter skal oplgsningsmidlet
fjernes ved nedsankning i to pd hinanden folgende bade med absolut ethanol af 10 minutters varighed hver.
Derefter dehydreres snittene ved nedsenkning i ethanol i stigende koncentrationer. Snittene behandles med
proteinase K (100 pg ml-1) i TE-buffer (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]) ved 37 °C i 30 minutter. Objektglassene
dehydreres ved nedsaenkning i ethanol i stigende koncentrationer og luftterres derefter. Snittene inkuberes med
100 pl hybridiseringsbuffer (4 x SSC [standardsaltcitrat], 50 % formamid, 1 x Denhardts oplgsning, 250 pg ml-
1 gar-tRNA, 10 % dextransulphat) indeholdende 10 ng (1 ul af de PCR-reaktanter, der er prepareret som
beskrevet i punkt 1.3.2 ved hjelp af primerne CCG-GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG og TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-
AAG-GC) af den digoxigenin-mearkede probe. Snittene dakkes med in-situ-dackglas af plast og anbringes pé en
varmeblok ved 95 °C i fem minutter. Objektglassene afkoles derefter pa is i ét minut inden hybridisering natten
over ved 42 °C i et fugtkammer. Snittene vaskes 2 x 5 minutter i 2 x SSC ved rumtemperatur og 1 x 10
minutter 1 0,4 x SSC ved 42 °C. Pavisningen skal udferes i henhold til fabrikantens anvisninger. Objektglassene
skylles derefter i sterilt destilleret vand (dH20). Snittene kontrastfarves med Bismarck Brown Yellow og skylles i
dH20, og dakglassene placeres ved hjalp af et vandigt monteringsmedium.

Positive og negative kontroller skal vere snit fra henholdsvis kendte inficerede og kendte ikkeinficerede vaerter.
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Et positivt resultat vises ved sort-lilla markning af M. refringens-celler i kendte mdlvaev, idet alle negative
kontroller skal vaere negative, og alle positive kontroller positive.

1.3.4.  Sekventering

Sekventering foretages som et af de sidste trin ved diagnosebekraftelse. Malregioner er SSU rDNA og ITSI.

Detaljerede diagnosemetoder og -procedurer for overvigning og bekreftelse af infektion med Marteilia refringens

[ forbindelse med overvagningsprogrammer og for at bekrafte forekomst af infektion med Marteilia refringens
eller for at udelukke mistanke om denne listeopferte sygdom i overensstemmelse med kravene i bilag I, del 4,
afsnit II, skal de diagnosemetoder og tilhgrende procedurer, der skal anvendes, folge de retningslinjer, der er
fastsat i tabel 4.1.

Tabel 4.1

Retningslinjer for anvendelse af diagnosemetoder for overvigningsprogrammerne og til bekreeftelse
eller udelukkelse af infektion med Marteilia refringens

Metode Malrettet overvagning | Sandsynlig diagnose | Bekraftende diagnose
Aftryk af fordgjelseskirtel X X X eller
Histopatologi X X eller
In situ-hybridisering X og
PCR X X X og
Sekventering X

DEL 5

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER FOR OVERVAGNING OG BEKR./EFTELSE AF INFEKTION MED

BONAMIA OSTREAE

Procedurer for diagnose af infektion med Bonamia ostreae

Hvis der foretages preveudtagning og laboratorieundersegelse for at opnd eller opretholde en bestemt
sundhedsstatus med hensyn til Bonamia ostreae, jf. bilag 1, del 5, afsnit I, eller for at bekraefte eller udelukke
forekomst af denne listeopferte sygdom i overensstemmelse med artikel 57, litra b), i direktiv 2006/88EF ved
hjalp af diagnosemetoderne i bilag I, del 5, afsnit II, anvendes de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i
punkt 1.1, 1.2 og 1.3 nedenfor.

Proveudtagningsprocedure

Blgddyr med dbne skaller eller nyligt dede bleddyr skal prioriteres ved preveudtagningen for at ege chancerne
for at finde inficerede dyr.

De indsamlede gsters opbevares ved 4 °C eller pa keleis i hojst 24 timer, hvis der er bleddyr med &bne skaller,
og 72 timer, hvis dette ikke er tilfeeldet; de skal opbevares i en plastpose med en etiket med oplysninger om

gsternes art og oprindelse. Bladdyr med &bne skaller eller nyligt dede bleddyr skal opbevares adskilt fra andre
bleddyr.

Et 3-5 mm tykt vevssnit, der omfatter vav fra hjerte og galler, skal anvendes til diagnosticering af Bonamia
ostreae ved hjelp af histologi. Et stykke af fordgjelseskirtlen skal anvendes til visse test, bl.a. aftryk og polymera-
sekadereaktion (PCR).
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L.2. Mikroskopiske teknikker
[.2.1.  Cytologi (aftrykscytologi)

Efter torring af vav fra geller eller hjerte pd absorberende papir skal der tages en rakke aftryk pé et objektglas.
Objektglassene skal lufttorres, fikseres i methanol eller i absolut ethanol og farves med et kommercielt
tilgeengeligt kit til farvning af blod (f.eks. Diff-Quick®/Hemacolor®) i henhold til fabrikantens anvisninger.
Efter skylning i ledningsvand og terring skal objektglassene monteres med dakglas ved hjelp af en egnet
syntetisk harpiks. Dakglassene observeres forst ved 200 x forstorrelse og derefter i immersionsolie ved
1 000 x forsterrelse.

Et positiv resultat er forekomst af smd sferiske eller ovoide organismer (2-5 pm brede) inden i haemocytterne.
Parasitten kan dog ogséd forekomme ekstracellulert. Disse organismer har et basofilt cytoplasma og en eosinofil
cellekerne (farverne kan variere athaengigt af den anvendte farve), og fordi de spredes ud pé objektglasset, kan de
virke bredere pa aftryk end ved histologisk undersegelse. Der kan iagttages multinuklewre celler. Teknikken er
ikke artsspecifik for parasitter.

.2.2.  Histologi

Veavssnit, som omfatter geller og fordgjelseskirtel, fikseres i mindst 24 timer i Davidsons fikseringsmiddel
efterfulgt af normal behandling for histologi med paraffin og farvning, f.eks. med hamatoxylin og eosin. Der
foretages observationer ved stadig kraftigere forstorrelse op til 1 000 x.

Et positivt resultat er forekomst af parasitter som meget smé celler, der er 2-5 um brede, inden i heemocytterne
eller frie i bindevavet eller sinus i galler, tarm og kappeepitel, hvilket ofte kades sammen med en intensiv
inflammatorisk reaktion. For at undgé enhver tvivl skal parasitten iagttages inden i hemocytten med henblik pa
en positiv diagnose. Teknikken er ikke artsspecifik for parasitter.

L3. Molekyleere teknikker

[.3.1. DNA-ekstraktion

DNA skal ekstraheres i henhold til standardprocedurerne.

Der kan anvendes DNA-ekstraktionskit, der er kommercielt tilgaengelige og normalt giver DNA af hgj kvalitet,
som er egnet til anvendelse med de PCR-protokoller, der er beskrevet nedenfor.

.3.2.  Polymerasekadereaktion (PCR)
Der er udarbejdet og offentliggjort en rakke PCR-protokoller.
Der kan anvendes to PCR-protokoller, der er malrettet den lille underenhed (SSU) af rDNA:

a) Den forste er en konventionel PCR, der amplificerer adskillige medlemmer af Haplosporidia, herunder
Bonamia spp. Primerne, som betegnes Bo og Boas, er henholdsvis 5'-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-GCC-GC-3' og
5'-CTG-ATC-GTC-TTC-GAT-CCC-CC-3" og amplificerer et produkt pd 300 bp. PCR-blandinger indeholder
buffer (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCI [pH 9,0 ved 25 °C] og 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgC(l2, 0,2 mM
dNTP mix, 1 pM forward og reverse primere, 0,02 enheder pl-1 Taq DNA-polymerase og 0,2 ng ul-1 af
DNA-templatet i en samlet mangde pd 50 pl. Prgverne denatureres i en thermocykler i fem minutter ved
94 °C efterfulgt af 30 cyklusser (94 °C i ét minut, 55 °C i et minut, 72 °C i ét minut) med en afsluttende
elongering i 10 minutter ved 72 °C.

Positive kontroller skal bestd af genomisk DNA fra en sterkt inficeret veert eller plasmid-DNA inklusive
mélregionen.

Negative kontroller skal bestd af genomisk DNA fra ikkeinficerede vearter og PCR-reagenser uden mal-DNA.

Et positivt resultat er positiv PCR-amplificering i den forventede sterrelse (dvs. 300 bp), idet alle negative
kontroller skal vaere negative, og alle positive kontroller positive.
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b) Den anden PCR-protokol er en SYBR® Green realtids-PCR-metode. Den gor det muligt at pévise B. ostreae
(beskrevet nedenfor) og kan kombineres med en SYBR® Green realtids-PCR-analyse, som ger det muligt at
pavise B. exitiosa (Ramilo et al. 2013).

Primerne BOSTRE-F (5'- TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’) og BOSTRE-R (5'- TCGCGGTTGAATTTTATCGT-
3') amplificerer et produkt pd 208 bp. PCR-blandinger indeholder SYBR® Green Master Mix (1X), 0,3 uM
forward og reverse primere og 200 ng ekstraheret DNA. Proverne denatureres i et Real Time Detection
System i 10 minutter ved 95 °C efterfulgt af 35 cyklusser (95 °C i 30 sekunder, 55 °C i 45 sekunder
og 72 °C i ét minut). Kurven over smeltetemperaturen skal analyseres med temperaturstigninger pa 0,5 °C/s
begyndende ved 55 °C og indtil 95 °C, idet fluorescens registreres ved hver temperaturandring.

Positive kontroller skal bestd af genomisk DNA fra en starkt inficeret veert eller plasmid-DNA inklusive
mélregionen.

Negative kontroller skal bestd af genomisk DNA fra ikkeinficerede vaerter og PCR-reagenser uden mél-DNA.

Et positivt resultat er positiv PCR-amplificering med en unik maksimal smeltetemperatur (78,25 + 0,25 °C
under de betingelser, som er publiceret af Ramilo et al. 2013), idet alle negative kontroller er negative, og
alle positive kontroller positive.

.3.3.  In-situ-hybridisering (ISH)

Der er udarbejdet og offentliggjort rakke ISH-protokoller.

Der skal anvendes en probe mélrettet rDNA-genkompleksets SSU, selv om den har vist sig at krydsreagere med
visse andre medlemmer af Haplosporidia-familien.

Vavssnit, som omfatter geller og fordgjelseskirtel, fikseres i mindst 24 timer i Davidsons fikseringsmiddel
efterfulgt af normal behandling for histologi med paraffin. Snit pd 5 pm skares og anbringes pa
aminoalkylsilan-belagte objektglas, som derefter opvarmes natten over i en ovn ved 40 °C. Voksen fjernes ved at
nedsanke snittene i xylen i 10 minutter. Dette trin skal gentages én gang, og derefter skal oplesningsmidlet
fjernes ved nedsankning i to pd hinanden folgende bade med absolut ethanol af 10 minutters varighed hver.
Derefter dehydreres snittene ved nedsenkning i ethanol i stigende koncentrationer. Snittene behandles med
proteinase K (100 pg ml!) i TE-buffer (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]) ved 37 °C i 30 minutter. Objektglassene
dehydreres ved nedsaenkning i ethanol i stigende koncentrationer og luftterres derefter. Snittene inkuberes med
100 pl af hybridiseringsbuffer (4 x SSC [standardsaltcitrat], 50 % formamid, 1 x Denhardts oplesning, 250 pg
ml- ! ger-tRNA, 10 % dextransulphat) indeholdende 20 ng (2 pl af PCR-reaktionen, der er prapareret som
beskrevet i punkt 1.3.2 ved hjalp af primerne Bo og Boas) af den digoxigenin-markede probe. Snittene dakkes
med in-situ-daekglas af plastik og anbringes pa en varmeblok ved 95 °C i fem minutter. Objektglassene afkoles
derefter pd is i ét minut inden hybridisering natten over ved 42 °C i et fugtkammer. Snittene vaskes 2 x 5
minutter i 2 x SSC ved rumtemperatur og 1 x 10 minutter i 0,4 x SSC ved 42 °C. Pavisningen skal udferes i
henhold til fabrikantens anvisninger. Objektglassene skylles derefter i sterilt destilleret vand (dH2O). Snittene
kontrastfarves med Bismarck Brown Yellow og skylles i dH20, og dzkglassene placeres ved hjelp af et vandigt
monteringsmedium.

Positive og negative kontroller skal vere snit fra henholdsvis kendte inficerede og kendte ikkeinficerede varter.

Et positivt resultat skal svare til de markede parasitter inden i heemocytterne, idet alle negative kontroller skal
vare negative, og alle positive kontroller positive.

1.3.4.  Sekventering

Sekventering foretages som et af de sidste trin ved diagnosebekraftelse. Malregioner er SSU rDNA og ITS1.



L 247/60 Den Europeaiske Unions Tidende 23.9.2015

IL Procedurer for overvigning og bekraftelse af infektion med Bonamia ostreae
[ forbindelse med overvigning og bekraftelse af forekomst af eller for at udelukke mistanke om infektion med

Bonamia ostreae i overensstemmelse med kravene i bilag I, del 5, afsnit II, skal de diagnosemetoder og tilhgrende
procedurer, der skal anvendes, felge de retningslinjer, der er fastsat i tabel 5.1.

Tabel 5.1

Retningslinjer for anvendelse af diagnosemetoder for overvigningsprogrammerne og til udelukkelse
eller bekreftelse af infektion med Bonamia ostreae

Metode Mélrettet overvdgning | Sandsynlig diagnose | Bekraftende diagnose
Aftryk af hjerte eller geller X X X eller
Histopatologi X X eller
In situ-hybridisering X og
PCR X X X og
Sekventering X
DEL 6

DETALJEREDE DIAGNOSEMETODER OG -PROCEDURER FOR OVERVAGNING OG BEKRAEFTELSE AF WHITE SPOT
DISEASE (WSD)

1. Diagnoseprocedurer for pivisning af WSSV

Hvis der foretages proveudtagning og laboratorieundersogelse i forbindelse med overvagnings- og udryddelses-
programmerne i bilag I, del 6, afsnit I, for at bekraefte forekomst af eller udelukke mistanke om infektion med
WSSV i overensstemmelse med artikel 57, litra b), i direktiv 2006/88/EF ved hjelp af diagnosemetoderne i
bilag I, del 6, afsnit II, anvendes de detaljerede diagnosemetoder og -procedurer i punkt 2-7 nedenfor.

De metoder og procedurer, der er beskrevet i denne del af bilag II, er udarbejdet pa grundlag af ISO 17025-
akkrediterede test, som anvendes pd EU-referencelaboratoriet for krebsdyrsygdomme. Der kan anvendes
alternative tilgange, hvor der bruges tilsvarende betingelser eller kit, som er produceret af forskellige fabrikanter,
men som giver en sensitivitet og specificitet svarende til dem, der er beskrevet i denne del. Det
PCR-amplificerede produkt skal altid sekventeres for at bekrafte WSSV.

2. Proveudtagningsprocedure

Vav (pleopoder og geller) indeholdende WSSV fra krebsdyr kan opbevares i ethanol eller RNAlater eller
lynfryses ved — 80 °C. Folgende trin kraves for at identificere WSSV fra vavsprover: homogenisering af vaevet,
ekstraktion af DNA'et, specifik amplificering af WSSV-DNA’et ved hjelp af PCR, visualisering af det
amplificerede produkt pa en gel, rensning af DNA’et og sekventering for at bekreafte patogenets identitet.

3. Vevshomogenisering

Findeling af vav og tilberedning af et homogenat i en passende buffer foretages ved hjelp af Fast
Prep-vaeevshomogenisator og Lysing Matrix A-rer (MP Biomedicals). Vevet vejes, anbringes i Lysing Matrix A-ror,
fortyndes 1:10 w/v eller i henhold til fabrikantens anvisninger i en passende buffer (G2 og 10 pl proteinase K til
anvendelse med DNA Tissue kit (Qiagen)) og homogeniseres med Fast Prep 24-homogenisator i to minutter.
Homogeniserede prover skal inkuberes ved 56 °C i mindst fire timer eller natten over. Preverne vortexes og
centrifugeres ved 9 000 rpm i to minutter, og 50 pl supernatant eller en mangde svarende til 5 mg vav (den
vaevsvaegt, som er optimal for ekstraktionskittet) tilsattes til et proverer til DNA-ekstraktion, og der fyldes op
med G2 buffer til en volumen pa i alt 200 pl.
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4. DNA-ekstraktion

Det totale DNA skal ekstraheres med et DNA-ekstraktionskit til veev og EZ1 Advanced XL Biorobot (Qiagen) i
henhold til fabrikantens anvisninger. For hver batch af prever medtages en ekstraktionskontrol (kalvethymus-
DNA) og en negativ kontrol (G2-buffer). DNA elueres i en mangde pd 50 pl. For at sikre, at ekstraktionen er
lykkedes, skal DNA-koncentrationen for alle prover og kontroller bestemmes ved hjelp af en Nano Drop-
maskine. Ekstraheret DNA fryses ved — 20 °C, hvis det ikke skal anvendes med det samme.

5. WSSV-polymerasekadereaktion (PCR)

Den metode, der skal anvendes til pavisning af WSSV, er protokollen for pavisning af WSSV ved hjlp af nested
PCR, som beskrives i de folgende afsnit, og som amplificerer 18s rRNA-genets 1 447 bp- og 848 bp-amplikon i
henholdsvis forste og anden PCR-runde.

Den forste PCR-reaktionsrunde udferes i en volumen pd 50 pl, som indeholder endelige koncentrationer
af 1 x GoTaq Buffer (Promega), 5 mM MgCl,, 1 pmol/ul WSSV 146 F1 primer, 1 pmol/ul WSSV 146 R1 primer
(tabel 1), 0,25 mM dNTPs, 1,25U Taq polymerase og 2,5 pl DNA. Hver preve keres i duplikat sammen med en
negativ ekstraktionskontrol, en negativ PCR-kontrol (tilsat 2,5 pl H,O i stedet for DNA) og en positiv kontrol.
Den positive kontrol skal vaere fortyndet WSSV-plasmid, der er fremstillet og valideret til brug i laboratoriet (fés
hos EU-referencelaboratoriet).

Anden WSSV-PCR-reaktionsrunde udferes pd samme mdade som ferste runde, men med WSSV 146
F2/R2-primersattet og med yderligere en positiv kontrol for at tjekke, om dette trin i PCR har virket.

Primer Sekvens
WSSV 146 F1 ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG
WSSV 146 R1 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA
WSSV 146 F2 GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
WSSV 146 R2 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

Bade forste og anden PCR-runde udferes under folgende cyklusbetingelser pd en DNA Engine Tetrad 2 Peltier-
thermocykler (eller tilsvarende). En forste denaturering ved 94 °C i to minutter efterfulgt af 94 °C i 30 sekunder,
62 °C i 30 sekunder, 72 °C i 30 sekunder gentaget 30 gange, en elongering ved 72 °C i to minutter og
fastholdes ved 4 °C.

6. Gelelektroforese

Amplificerede PCR-produkter fra bade forste og anden PCR-runde skal visualiseres pd 2 % agarosegel med
TAE-buffer. 15 pl af hver preve keres ved 120 volt i ca. 20 minutter og underseges under UV-lys. Positive
prover vil give et bind pd 1 447 bp i forste PCR-runde og 848 bp i anden PCR-runde. Prover af denne storrelse
skal udskares og anbringes i et 1,5 ml mikrocentrifugeglas. Det DNA, som findes i gelstykkerne, renses med
Promega Wizard® SV Gel og PCR Clean-Up System i henhold til fabrikantens anvisninger.
DNA-koncentrationen bestemmes ved hjalp af en NanoDrop-maskine. Det rensede DNA skal fryses ved 20 °C,
hvis det ikke skal anvendes med det samme.

7. Sekventering af PCR-produkter

DNA sekventeres med BigDye Terminator Kit v3,1 (Applied Biosystems). Den samlede volumen i hver reaktion
er 20 pl, idet de endelige koncentrationer er 1 x BigDye Terminator, 1 x sekventeringsbuffer, 10 pmol/ul
forward eller reverse primer og 10 pl renset DNA (fortyndet til ca. 10 ng/ul); felgende cyklusbetingelser
anvendes pd en DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (eller tilsvarende): 94 °C i 30 sekunder efterfulgt af
96 °C i 10 sekunder, 50 °C i 10 sekunder og 60 °C i fire minutter, idet de sidste tre trin gentages 30 gange.
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PCR-produkterne udfaldes ved hjelp af en natriumacetatmetode, hvor 20 ul DNA tilsettes til 10 pl NaAc, 70 pl
H,0 og 250 pl ethanol, vortexes og centrifugeres ved 13 000 rpm i 20 minutter, supernatanten fjernes, og
pelleten vaskes med 200 pl absolut ethanol efterfulgt af centrifugering ved 13 000 rpm i fem minutter. Pelleten
torres i 5 minutter ved 37 °C. Pelleterne tilsettes 25 pl Hi-Di-formamid, opvarmes til 95 °C i to minutter og
vortexes grundigt. Preverne sekventeres ved hjelp af ABI 3130xl Avant Genetic Analyzer i henhold til
fabrikantens anvisninger. Sekventeringsresultaterne skal analyseres med Sequencher-software, og sekvenserne
skal ved hjelp af BLAST-funktionen matches med sekvenser i NCBI-databasen.
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