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KOMISJONI OTSUS,
22. veebruar 2001,

milles sitestatakse proovivdtuplaanid ja diagnostikameetodid teatavate kalahaiguste avastamiseks ja
nende esinemise kinnitamiseks ning millega tunnistatakse kehtetuks komisjoni otsus 92/532/EMU

(teatavaks tehtud numbri K(2001) 426 all)
(EMPs kohaldatav tekst)

(2001/183/EU)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 28. jaanuari 1991. aasta direktiivi
91/67[EMU akvakultuurloomade ja -toodete turuleviimist regu-
leerivate loomatervishoiunduete kohta, (') viimati muudetud
direktiiviga 98/45/EU, () eriti selle artiklit 15,

ning arvestades jargmist:

(1)  Proovivotuplaanid ja diagnostikameetodid teatavate kala-
haiguste avastamiseks ja nende esinemise kinnitamiseks
on sitestatud komisjoni otsuses  92/532[EMU, ()
muudetud komisjoni otsusega 96/240/EU. (%)

(2)  Pirast otsuse 92/532/EMU vastuvdtmist on ilmnenud
uusi praktilisi ja teaduslikke suundumusi ning direktiivi
91/67/EMU on muudetud. Seetdttu on vaja proovivdtu-
plaane ja diagnostikameetodeid ajakohastada.

(3)  Konealune ajakohastamine hdlmab viiruslikku hemorraa-
gilist septitseemiat (VHS) ja nakkuslikku vereloomene-
kroosi (IHN) tekitavate viiruste uurimist ja samastamist
ning kooskdlas direktiivi 91/67/EMU viimaste muudatus-
tega tehtavaid muudatusi.

(4 On konsulteeritud ithenduse kalahaiguste tugilaboriga,
mis asutati ndukogu direktiiviga 93/53/EMU. ()

(55 Komisjoni otsusega 92/532/EMU kehtestatud proovive-
tuplaanid ja diagnostikameetodid teatavate kalahaiguste
avastamiseks ja nende esinemise kinnitamiseks tuleb
selguse huvides kehtetuks tunnistada.

() EUT L 46, 19.2.1991, Ik 1.
() EUTL 189, 3.7.1998, k 12.
() EUT L 337,21.11.1992, 1k 18.
() EUT L 79, 29.3.1996, lk 19.
() EUTL 175,19.7.1993, 1k 23.

(6)  Kdesoleva otsusega ettendhtud meetmed on kooskolas
alalise veterinaarkomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA OTSUSE:

Atikkel 1
Proovivotuplaanid ja diagnostikameetodid viirusliku hemorraa-
gilise septitseemia (VHS) ja nakkusliku vereloomenekroosi

(IHN) avastamiseks ja nende esinemise kinnitamiseks on sites-
tatud lisas.

Artikkel 2

Kédesoleva otsusega tunnistatakse kehtetuks otsus 92/532/EMU.

Artikkel 3

Kiesolev otsus on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 22. veebruar 2001
Komisjoni nimel
komisjoni liige
David BYRNE
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LISA

PROOVIVOTUPLAANID JA DIAGNOSTIKAMEETODID VIIRUSLIKU HEMORRAAGILISE SEPTITSEEMIA
(VHS) JA NAKKUSLIKU VERELOOMENEKROOSI (IHN) AVASTAMISEKS JA NENDE ESINEMISE
KINNITAMISEKS

SISSEJUHATUS

Kiesolev lisa:

a) sisaldab proovivotuplaanide ja diagnostikameetodite suuniseid ja miinimumnoudeid viirusliku hemorraagilise septit-
seemia (VHS) ja nakkusliku vereloomenekroosi (IHN) avastamiseks ja esinemise kinnitamiseks;

b) koondab direktiivi 91/67/EMU B ja C lisa sitted heakskiidetud voondi ja heakskiitmata voondis asuva heakskiidetud
kasvanduse staatuse andmise ja sdilitamise kohta;

¢) sisaldab sdtteid, mis kasitlevad VHSi ja IHNi 6iget diagnoosimist ning voondite ja heakskiitmata voondites asuvate
kasvanduste staatuse ametlikku tunnustamist vastavalt direktiivi 91/67/EMU artiklitele 5 ja 6;

d) on suunatud VHSi ja IHNi tdrje eest vastutavatele ametiasutustele ning nende haiguste suhtes analiiiise tegevatele
laboritootajatele, seepdrast on rohk proovivotumeetoditel, laborikatsete pohimdtetel ja otstarvetel ning tulemuste
hindamisel, samuti iiksikasjalikel analiiiisimeetoditel. Vajaduse korral voivad laborid siiski kasutada kiesolevas lisas
kirjeldatud katsete teisendeid voi muid katseid, tingimusel, et saab tdendada samaviirset tundlikkust ja spetsiifilisust.

I osa sisaldab VHSi ja IHNi jirelevalve proovivotuplaane ja diagnostikameetodeid heakskiidetud voondi ja heakskiitmata
voondis asuva heakskiidetud kalakasvanduse staatuse saamiseks ja sdilitamiseks.

I osas kirjeldatakse diagnostikameetodeid VHSi ja IHNi kahtluse kinnitamiseks.

11l osas sdtestatakse kriteeriumid ja suunised ametliku veterinaarkontrolliprogrammi jaoks, mille andmetega tdendatakse
VHS:i ja/véi IHNi varasem puudumine.

IV osas esitatakse soovitused VHS- ja IHN-viiruste tiitrimismeetodi kohta, mille abil kontrollitakse rakukultuuride vastu-
votlikkust nakkusele.

V osas on loetletud akroniiiimid ja lithendid.

1 OSA

VHSi ja IHNi jirelevalve proovivotuplaanid ja diagnostikameetodid heakskiidetud voondi ja heakskiitmata
voondis asuva heakskiidetud kalakasvanduse staatuse saamiseks ja siilitamiseks

L. Kontroll ja proovide votmine

1. VHSi ja/vdi IHNi suhtes heakskiidetud staatuse saamiseks voi sdilitamiseks piirkondade voi heakskiitmata piirkondades asuvate
kasvanduste jarelevalves vajalikke kliinilisi kontrolle, proovide valimist ja votmist kasitlevad iildsdtted

Kokkuvdtted kalade Kliiniliste veterinaarkontrollide ja koeproovide ja/vdi ovariaalvedeliku proovide votmise kohta
piirkondadele voi heakskiitmata piirkondades asuvatele kasvandustele VHSi ja/voi IHNi suhtes heakskiidetud staatuse
andmiseks voi nende staatuse siilitamiseks kooskdlas direktiivi 91/67/EMU B ja C lisaga on esitatud tabelites 1 A, 1B
ja 1C. Taiendavad iiksikasjad on sdtestatud osades L.I.2-1.1.4. Tabeleid 1 A ja 1B ei kohaldata uute kasvanduste ega
kasvanduste suhtes, mis taasalustavad tegevust heakskiidetud voondist voi heakskiitmata voondis asuvast heakskii-
detud kasvandusest saadud kalade, marja voi sugurakkude abil, tingimusel, et nad jargivad direktiivi 91/67/EMU C lisa
.A.6 osa punktis a voi b vdi IL.A.3. osa punktis a voi b sdtestatud noudeid.

Kliinilisi kontrolle tuleb teha ajavahemikus oktoobrist juunini voi kui vee temperatuur on alla 14 °C. Kui kasvandusi
kontrollitakse kaks korda aastas, peab kontrollide vahe olema vdhemalt neli kuud. Kdikides tootmisiiksustes Stiigid,
basseinid, vorksumbad jms) kontrollitakse surnud, norkade voi ebaloomulikult kiituvate kalade olemasolu. Eelkoige
tuleb tdhelepanu poorata vee viljavoolukohtadele, kuhu ndrgad kalad kipuvad kogunema veevoolu tdttu.



03/31. kd

Euroopa Liidu Teataja

411

Proovide votmiseks valitakse kalu jargmiselt.

— Kui kalade hulgas leidub vikerforelli, valitakse proovide votmiseks ainult seda liiki kalu. Kui vikerforelli ei leidu,

tuleb valim koostada koikidest teistest liikidest, mis on VHSi v&i IHNi viirusele vastuvotlikud (vastavalt loetelule
direktiivi 91/67/EMU A lisas). Liigid peavad olema valimis proportsionaalselt esindatud.

— Kui kalakasvatuseks kasutatakse mitut veeallikat, peab valim holmama kalu koikidest veeallikatest.

— Kui leitakse norku, ebatavaliselt kdituvaid voi dsja surnud (mitte veel lagunenud) kalu, voetakse valimisse eelkdige

selliseid kalu. Kui selliseid kalu ei ole, peavad valitud kalad olema normaalse vilimusega terved kalad, kes on
kogutud nii, et valimis oleksid proportsionaalselt esindatud kdik kasvanduse osad ja koik aastakdigud.

2. VHSi ja£v6i IHNi suhtes heakskiidetud staatuse saamiseks voi sdilitamiseks vajalikku piirkondade voi heakskiitmata piirkondades
asuvate

asvanduste jarelevalvet, sealhulgas proovide votmist kasitlevad erisdtted

1. Piirkond voi heakskiitmata piirkonnas asuv kasvandus, mis on ametliku teenistuse jarelevalve all, vdib saada VHSi

ja/voi IHNi suhtes heakskiidetud staatuse jargmistel tingimustel:
a) mudel A — kaheaastane jdrelevalveprogramm

Kui vdhemalt kaks aastat ei ole esinenud VHSi ja/voi IHNi kliinilisi voi muid tunnuseid, kontrollitakse veteri-
naarselt koiki heakskiitu taotleva piirkonna kasvandusi voi iga heakskiitmata piirkonnas asuvat heakskiitu taot-
levat kasvandust vahemalt kaks korda aastas kahe aasta jooksul. Nimetatud kaheaastase kontrollaja jooksul, mis
eelneb heakskiidetud staatuse saamisele, ei tohi esineda VHSi ja/voi IHNi kliinilisi voi muid tundemirke ning
proove tuleb uurimiseks koguda vastavalt tabelile 1A. Proovid tuleb valida, ette valmistada ja analiitisida vasta-
valt osadele LI-LIV ja laboriuuringute tulemused peavad olema VHSi ja/vdi IHNi suhtes negatiivsed; voi

b) mudel B — vihendatud valimiga kaheaastane jarelevalveprogramm

Pirast ametlikku veterinaarkontrolli programmi, millega on dokumenteeritud VHSi ja/vdi IHNi puudumine
vihemalt nelja aasta jooksul, kontrollitakse veterinaarselt kaiki heakskiitu taotleva piirkonna kasvandusi voi iga
heakskiitmata piirkonnas asuvat heakskiitu taotlevat kasvandust vihemalt kaks korda aastas kahe aasta jooksul.
Nimetatud kaheaastase kontrollaja jooksul, mis eelneb heakskiidetud staatuse saamisele, ei tohi esineda VHSi ja(é
voi IHNi kliinilisi voi muid tundemirke ning proove tuleb uurimiseks koguda vastavalt tabelile 1B. Proovi

tuleb valida, ette valmistada ja analiiiisida vastavalt osadele LI-LIV ja laboriuuringute tulemused peavad olema
VHSi ja/voi IHNi suhtes negatiivsed. Selleks et ametlikud teenistused saaksid tunnustada VHSi ja/voi IHNi
Euudumist tdendavaid veterinaarkontrolli programmi andmeid, peab programm vastama IIl osas sitestatud
riteeriumitele ja suunistele.

2. Uusi kasvandusi ja heakskiidetud voondist vdi heakskiitmata voondis asuvast heakskiidetud kasvandusest pirit

kalade, marja voi sugurakkude abil tegevust taasalustavaid kasvandusi kisitlevad erisitted

Uued kasvandused ja kasvandused, mis taasalustavad tegevust heakskiidetud voondist voi heakskiitmata voondis
asuvast heakskiidetud kasvandusest parit kalade, marja voi sugurakkude abil, voivad heakskiidetud staatuse saada
direktiivi 91 67{4EMU C lisa osa .A.6 punktides a vdi b vdi osa II.A.3 punktides a voi b sitestatud nduete kohaselt.
Seega ¢i kohaldata konealuste kasvandustes suhtes eespool sdtestatud proovivotu mudeleid A ja B (osa 11.2.1
punktid a ja b).

3. Jdrelevalveprogramm VHSi ja/voi IHNi suhtes heakskiidetud staatuse sdilitamiseks

VHS:i ja/voi IHNi suhtes heakskiidetud voondi voi heakskiitmata voondis asuva heakskiidetud kasvanduse staatuse
sdilitamiseks tuleb teostada kontrolle ja koguda uurimiseks proove vastavalt tabelile 1C. Proovid tuleb valida, ette
valmistada ja analiiiisida vastavalt osadele LI-LIV ja laboriuuringute tulemused peavad olema VHSi ja/vdi IHNi
tekitajate suhtes negatiivsed.

3. Kalaproovide valmistamine ja saatmine

Enne laborisse saatmist vdi tileandmist eemaldatakse dissekteerimisriistade abil kaladelt uuritavad elundid ja asetatakse
need steriilsetesse plastist katsutitesse, mis sisaldavad transportséodet, st rakukultuuriséodet 10 % vasikaseerumi ja
antibiootikumidega. Soovitatakse segu 200 RU penitsilliinist, 200 pg streptomiitsiinist ja 200 pg kanamiitsiinist
milliliitri kohta, kuid kasutada voib ka teisi tdestatud efektiivsusega antibiootikume. Uuritav koematerjal on porn ja
eesmine neer ning lisaks kas siida voi peaaju. Monedel juhtudel tuleb uurida ovariaalvedelikku (tabelid TA-1C).
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Uhte steriilsesse katsutisse, mis sisaldab vihemalt 4 ml transportsoodet, voib koguda maksimaalselt 10 kala ovariaal-
vedeliku voi elunditiikid (tabelid 1A-1C), mis moodustavad tihe liitproovi. Igas proovis oleva koe mass peaks olema
vihemalt 0,5 g.

Katsutid tuleks asetada isoleeritud mahutitesse (nt paksu seinaga polﬁstﬁreenkastidesseﬁ piisava koguse jad voi jahutus-
plokkidega, et tagada proovide jahutus laborisse transportimise ajal. Viltida tuleb kiilmumist. Proovi temperatuur
transpordi ajal ei tohi tousta iile 10 °C ning saadetise vastuvotmise ajal peab transpordikastis veel jadd olema voi
peab vihemalt iiks jahutusplokk olema vahemalt osaliselt kitlmunud.

Viroloogilise uuriniguga (") tuleks alustada niipea kui voimalik, kuid mitte hiljem kui 48 tundi pédrast proovide
votmist. Erandjuhul v6ib viroloogilist uuringut alustada hiljemalt 72 tundi pérast materjali kogumist, tingimusel et
uuritav materjal on kaitstud transportsootmega ja transpordi ajal on tdidetud temperatuurinduded (osa 1.1.3, kolmas

16ik).

Laborisse voib saata terveid kalu, kui transpordi ajal on tdidetud temperatuurinduded. Terved kalad tuleb keerata
imavasse paberisse ning neid tuleb vedada plastikkotis, mis on jahutatud kirjeldatud viisil. Saata vdib ka eluskalu.

lS{.ala}\ldetilsed tuleb pakkida ja margistada vastavate kehtivate riiklike ja rahvusvaheliste transpordialaste digusnormide
ohaselt.

. Taiendava diagnostilise materjali kogumine

Vastavalt kokkuleppele asjaomase diagnostikalaboriga voib tiiendavateks uuringuteks koguda ja ette valmistada muid
kalakudesid.

1. Proovide valmistamine viroloogiliseks uuringuks

. Kiilmutamine erandjuhtudel

Kui tekivad praktilised raskused (nt halvad ilmastikutingimused, puhkepédevad, laboriprobleemid vms), mistdttu ei ole
voimalik rakke nakatada 48 tunni jooksul Férast koeproovide Eogumist, voib koeproovid kiilmutada rakukultuuri-
sootmes temperatuurini —20 °C voi alla selle ning teha viroloogilised uuringud 14 pieva jooksul. Kudet voib enne
uuringut kiilmutada ja tles sulatada ainult ithe korra. Koeproovide kiilmutamise pohjused (nt torm, rakuliinide
hukkumine jne) tuleb registreerida.

. Elundite homogeenimine

Laboris tuleb katsutites olev kude tdielikult homogeenida (stomahheri, segisti voi uhmri ja nuiaga) ning seejirel
suspendeerida algses transportsootmes.

Kui proov koosneb tervetest kaladest, mis on alla 4 cm pikad, tiikeldatakse need steriilsete kairide voi skalpelliga
pdrast seda, kui parakust tahapoole jddv keha osa on eemaldatud. Kui proov koosneb tervetest kaladest, mis on 4-
6 cm pikad, tuleb koguda sisikond koos neerudega. Kui proov koosneb tervetest kaladest, mis on iile 6 ¢cm pikad,
tuleb koeproovid votta naﬁu kirjeldatud osas LI.3. Koeproovid tuleb tiikeldada steriilsete kdaride voi skalpelliga,
homogeenida eespool kirjeldatud viisil ja suspendeerida transportsdotmes.

Koematerjali ja transportsootme vahekord tuleb laboris reguleerida 1:10-le.

. Homogenaadi tsentrifuugimine

Homogenaati tsentrifuugitakse jahutatud tsentrifuugis temperatuuril 2-5 °C 2 000-4 000 x g juures 15 minutit,
supernatant kogutakse ja seda toodeldakse neli tundi 15 °C vdi iks 66 4 °C juures antibiootikumidega, selleks voib
kasutada nt gentamiitsiini 1 mg/ml.

Kui proovi transporditi transportsootmes (st antibiootikumide juuresolekul), voib supernatandi antibiootikumidega
tootlemise dra jitta.

Antibiootikumidega to6tlemise eemirk on viltida proovide saastumist bakteritega ning selle tulemusena ei ole proove
vaja filtreerida 1dbi membraanfiltrite.

Kui kogutud supernatant ladustatakse 48 tunni jooksul parast proovivotmist temperatuuril ~80 °C, voib seda viro-
loogiliseks uuringuks uuesti kasutada ainult ithe korra.

() Erandjuhtumitel, nt kui kalu kogutakse korvalistes piirkondades, kus puudub vdimalus iga pdev posti saata.
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Kui tekivad praktilised raskused (nt inkubaatoririke, probleemid rakukultuuridega vms), mistottu ei ole voimalik rakke
nakatada 48 tunni jooksul pérast koeproovide kogumist, voib supernatandi kiilmutada temperatuurini ~80 °C ning
teha viroloogilised uuringud 14 pieva jooksul.

Enne rakkude nakatamist segatakse sugernatant vordse osa piirkonnale omaste IPN-viiruse serotiiiipide antiseerumite
sobivalt lahjendatud seguga ning inkubeeritakse vdhemalt tund aega 15 °C juures vdi maksimaalselt 18 tundi 4 °C
juures. Antiseerumi tiiter 50 % plaagi neutralisatsiooni katses peab olema vihemalt 1/2 000.

Koikide inokulaatide IPN-viiruse antiseerumiga to6tlemise eesmirk on viltida IPN-viirusest tuleneva tsiitopaatilise
efekti arengut nakatatud rakukultuuris (IPN-viirust esineb mones Euroopa osas 50 % kalaproovides). See vahendab
viroloogiliste uuringute kestust ja nende juhtude arvu, mille puhul tsiitopaatilise efekti ilmnemist saab pidada VHSi
voi IHNi viiruse voimalikuks tundemargiks.

Kui proovid on pirit tootmisiiksustest, mis on IPNist vabad, vdib inokulaatide to6tlemise [PN-viiruse antiseerumiga
dra jatta.

1I. Viroloogiline uuring

. Rakukultuurid ja sootmed

BF-2 vdi RTG-2 ning EPC v6i FHM rakke kasvatatakse 20-30 °C juures sobivas sootmes, nt Eagle’s MEMis (voi selle
variantides), millele on lisatud 10 % veiselooteseerumit ja standardkontsentratsiooniga antibiootikume.

Kui rakke kasvatatakse suletud pudelites, on soovitatav c!)uhverdada soode vesinikkarbonaadiga. Lahtistes iiksustes
rakkude kasvatamiseks kasutatavat soodet voib puhverdada Tris-HCl-ga (23 mM) ja naatriumvesinikkarbonaadiga (6
mM). pH peab olema 7,6 + 0,2.

Koematerjaliga nakatamiseks kasutatavad rakukultuurid peaksid nakatamise ajal olema noored (4-48 tunni vanused)
ja aktiivselt kasvama (mitte olema laatunud).

. Rakukultuuride nakatamine

Antibiootikumitootluse labinud elundisuspensiooniga nakatatakse rakukultuure kahes lahjendusastmes, st esmane
lahjendus ja selle tdiendav lahjendus 1 : 10, millega saadakse koematerjali lahjendused rakukultuuriso6tmes vastavalt
1:100ja 1:1000 (homoloogilise interferentsi valtimiseks). Nakatada tuleb vihemalt kahte rakuliini (vt osa LIIL1).
Inokulaadi suuruse ja rakukultuurisd6tme ruumala suhe peaks olema umbes 1:10.

Iga lahjenduse ja iga rakuliini kohta tuleb kasutada vdhemalt 2 ¢cm? suurust rakuala, mis vastab 24 auguga rakukul-
tuuriplaadi iithele augule. Soovitatakse kasutada rakukultuuriplaate, kuid lubatud on kasutada ka muid sama suure voi
suurema kasvupinnaga aluseid.

. Rakukultuuride inkubeerimine

Nakatatud rakukultuure inkubeeritakse 7-10 pédeva 15 °C juures. Kui rakukultuuriso6tme virv muutub punasest
kollaseks, mis nditab keskkonna hapestumist, tuleb pH-d reguleerida steriilse vesinikkarbonaadi lahusega v6i sama-
viirsete ainetega, et tagada rakkude vastuvétlikkus virrusnakkusele.

Vihemalt iga kuue kuu jirel voi kui oletatakse rakkude vastuvotlikkuse alanemist, tiitritakse VHS- ja IHN-viiruse
kiilmutatud varusid, et kontrollida rakukultuuri vastuvatlikkust nakkusele. Soovitatav meetod on esitatud IV osas.

. Mikroskoopia

Nakatatud rakukultuure tuleb korrapdraselt kontrollida (vihemalt kolm korda nddalas) tsiitopaatilise efekti esinemise
suhtes 40-150kordsel suurendusel. Kui ilmneb tsiitopaatiline efekt, tuleb viivitamata alustada viiruse samastamist
vastavalt osale LIV.

. Subkultuuride valmistamine

Kui 7—10i€ievase esmase inkubeerimise jirel ei ole ilmnenud tsiitopaatilist efekti, valmistatakse virsketest rakukultuu-
ridest subkultuurid, kasutades sama suurt rakuala nagu tivikultuuri puhul.

Koikidest kultuuridest/aukudest, mis sisaldavad tivikultuuri, valatakse so6tme (supernatandi) alikvoodid rakuliini jargi
kokku 7-10 Eéieva parast nakatamist. Saadud liitproovidega nakatatakse homoloogilisi rakukultuure lahjendamata
ning 1 : 10 lahjendatult %supernatandi 16pplahjendused vastavalt 1 : 10 ja 1 : 100), nagu kirjeldatud osas LIIL.2. Teine
voimalus on viia tivikultuuri soo6tme 10 % alikvoodid otse virsket rakukultuuri sisaldavasse auku (subkultuuride
valmistamine august auku). Enne nakatamist voib lahuseid eelnevalt inkubeerida sobivalt lahjendatud IPN-viiruse anti-
seerumiga, nagu kirjeldatud osas LIL3.
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Seejdrel inkubeeritakse nakatatud kultuure 7-10 pdeva 15 °C juures ning jalgitakse, nagu kirjeldatud osas LIIL4.

Kui toksiline tsiitopaatiline efekt ilmneb inkubeerimise esimese kolme pdeva jooksul, voib valmistada subkultuurid,
kuid rakke tuleb sel juhul inkubeerida seitse pdeva ning valmistada uued subkuftuurid ja inkubeerida veel seitse pieva.
Kui toksiline tsiitopaatiline efekt ilmneb parast kolme pieva moodumist, voib rakke ithe korra vahetada ja inkubee-
rlida ké)kku 14 pdeva alates esmasest nakatamisest. Inkubeerimise viimase seitsme pdeva jooksul ei tohiks toksilisust
ilmneda.

Kui proovid saastuvad bakteritega antibiootikumidega to6tlemisele vaatamata, peab subkultuuride valmistamisele
eelnema tsentrifuugimine 2 000—4 000 x g juures 15-30 minutit temperatuuril 2-5 °C ja/vdi supernatandi filtreeri-
mine 1dbi 0,45 pm filtri (proteiine vdhesiduv membraan). Lisaks tuleb kasutada sama subkultuuride valmistamise
meetodit kui toksilise tsiitopaatilise efekti puhul.

IV. Viiruse identifitseerimine

. Viiruse identifitseerimise testid

Kui rakukultuuris ilmneb tsiitopaatiline efekt, kogutakse soode (supernatant) kokku ja uuritakse seda iihe jargmise
meetodi abil: neutralisatsioon, IF, ELISA. Kui iihe nidala jooksul ei ole katsetega suudetud viirust kindlalt identifitsee-
rida, tuleb viirus iile viia riiklikku kalahaiguste tugilaborisse voi thenduse kalahaiguste tugilaborisse koheseks identifit-
seerimiseks.

. Neutralisatsioon

Rakud eraldatakse kogutud supernatandist tsentrifuugides (2 000-4 000 x g) vdi filtreerides 14bi proteiine vihesiduva
membraani (0,45 pm) ning supernatant lahjendatakse rakukultuurisoétmes suhtes 1 : 100 ja 1 : 10 000.

Supernatandi kahe lahjenduse alikvoodid segatakse ja inkubeeritakse 60 minutit 15 °C juures eraldi vordse osa jirg-
miste reagentidega:

— seerum, mis sisaldab rithmaspetsiifilisi VHS-viiruse antikehi lahjenduses 1 : 50 (vol : vol) ();
— seerum, mis sisaldab rithmaspetsiifilisi [HN-viiruse antikehi lahjenduses 1 : 50 (vol : vol) ();
— piirkonnale omaste IPN-viiruse serotiiiipide antiseerumite segu lahjenduses 1 : 50 (vol : vol) ();

— ainult s6dde (positiivne kontroll).

Iga viiruse supernatandi ja seerumi seguga nakatatakse vahemalt kaks rakukultuuri, kumbki 50 pl-ga, mida inkubeeri-
takse seejarel 15 °C juures. Kontrollitakse tsiitopaatilise efekti ilmnemist, nagu kirjeldatud osas LIIL4.

Méned VHS-viiruse tiived ei reageeri neutralisatsioonikatsetes. Selliseid isolaate maaratakse IF voi ELISA meetodil.

Alternatiivina voib kasutada teisi tdestatud tdhususega neutralisatsioonikatseid.

. Immunofluorestsents (IF)

Iga identifitseeritava viirusisolaadi kohta kiilvatakse vdhemalt kaheksale katteklaasile voi samaviarsele pinnale rakke
sellise tihedusega, et pirast 24tunnist kasvatamist oleks laatumine 60-90 %. Selleks otstarbeks soovitatakse EPC
rakkusid, sest need kinnituvad tugevalt klaaspindade kiilge, kuid kasutada vdib ka teisi rakuliine, nditeks BF-2, RTG-2
voi FHM.

Kui rakud on klaaspinnale ladestunud (umbes tund aega pérast kiilvamist) voi kui kultuure on inkubeeritud kuni
24 tundi, nakatatakse kultuurid identifitseeritava viirusega. Nelja kultuuri nakatamisel on ruumalade suhe 1 : 10 ja
nelja kultuuri nakatamisel 1 : 1 000. Seejirel inkubeeritakse neid 15 °C juures 20-30 tundi.

Pirast inkubeermist pestakse kultuure kaks korda Eagle’s MEMiga ilma seerumita, kinnitatakse 80 % jadkiilma atse-
tooniga ning seejirel virvitakse kahekihilise IFATi abil. Esimene reagendikiht koosneb vordluskvaliteediga polii- voi
monoklonaalsetest antikehadest. Teine reagendikiht on esimeses kihis kasutatud immunoglobuliini fluorokroom-
konjugeeritud antiseerum. Iga testitava antiseerumi jaoks tuleb virvida vihemalt iiks korge ja iiks madala doosiga
nakatatud kultuur. Katses tuleb kasutada sobivat positiivset ja negatiivset kontrolli. Soovitatavad fluorokroomid on
FITC voi TRITC.

Virvitud kultuurid prepareeritakse gliitserooli-keedusoolalahuse abil. Proove uuritakse langevas ultravioletses (UV)
valguses. Kasutatakse 10- v6i 12kordse suurendusega okulaare ja 25- vdi 40kordse suurendusega objektiivilditsi aper-
tuuri numbritega vastavalt > 0,7 ja > 1,3.

Eespool kirjeldatud IF-meetod on esitatud nditena. Alternatiivina érakukultuuride, kinnitamise ja vordluskvaliteediga
antikehade osas) voib kasutada teisi tdestatud tdhususega [F-meetodeid.

() Vai tugilabori tipsustuste kohaselt seoses antiseerumi vdimaliku tsiitotoksilisusega.
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4. Ensiiiimne immunosorbentmeetod (ELISA)

Mikrotiiterplaatide augud kaetakse itheks 60ks vordluskvaliteediga antikehade puhastatud immunoglobuliini fraktsioo-
nidega, mis on soovituste kohaselt lahjendatud.

Pirast aukude pesemist PBS-Tween-20 puhvriga lisatakse aukudesse identifitseeritav viirus kahe- vdi neljakordses
lahjenduses ning lastakse reageerida aukudesse ﬁinnitunud antikehadega 60 minutit 37 °C juures. Prast PBS-Tween-
20 puhvriga pesemist lisatakse biotiiniga mirgistatud antikehad, mille spetsiifilisus vastab aukudesse kinnitunud anti-
kehade omale, ning lastakse reageerida 60 minutit 20 °C juures. Proovid pestakse uuesti nagu eespool kirjeldatud,
lisatakse HRP-konjugeeritud streptavidiin ning lastakse reageerida tund acga 20 °C juures. Pirast veelkordset pesemist
visualiseeritakse seotud ensiiiim sobivate ELISA substraatide (OPD vms) abil.

Eespool kirjeldatud biotiinil-aridiinil pohinev ELISA versioon on esitatud niitena. Selle asemel voib kasutada teisi
toestatud tdhususega ELISA versioone.

TABEL 1A

Piirkondade ja heakskiitmata ﬁiirkondades asuvate kasvanduste kontrolli- ja proovivotuplaan VHSI ja/voi IHNi
suhtes heakskiidetud staatuse saamisele eelneval kaheaastasel kontrollajal

(kooskdlas direktiivi 91/67/EMU A ja B lisadega ja kiesoleva lisa I osa sitetega)

kotlftlrigiﬂiiséearv Laboriuuringute Laboriuuringud viiruse olemasolule (?)
aastas (kahel arv aastas l(kahel P Sugukalade arv
aastal) aastal) Kalade arv (elundiuuringuteks) (ovariaalvedeliku votmiseks)
Sisemaa piirkonnad ja
kasvandused
a) tdiesiisteemilised  kala- 2 2 [120 (1. kontroll) (3)] [30 (1. kontroll) (3)]
kasvandused [150 (2. kontroll)] [0 (2. kontroll)]
b) kalahaudemajandid 2 I 0 150 (1. voi 3. kont-
roll) (%)
¢) nuumakasvandused 2 2 150 (1. ja 2. kontroll) 0
Ranniku piirkonnad ja
kasvandused
a) taiesiisteemilised  kala- 2 2 [120 (1. kontroll)] [30 (1. kontroll) (3)]
kasvandused [150 (2. kontroll)] [0 (2. kontroll)]
b) Idhilaste nuumakasvan- 2 2 30 (1. ja 2. kontroll) (¥ 0
dused
¢) muude kalade nuuma- 2 2 150 (1. ja 2. kontroll) 0
kasvandused

Kalade maksimaalne arv liitproovis: 10

(") Alternatiivina voib kasutada tabelis 1B osutatud vihendatud valimit, kui tididetakse osade ILI, LL2.1.b ja III tekstis kirjeldatud
néudmisi.

) Kliiniline kontroll.

) Erandlikel asjaoludel, kui ovariaalvedelikku ei ole voimalik saada, voib selle asemel vétta elundiproovid.

) Proovid tuleb votta mitte varem kui kolm nidalat pirast kalade iileviimist mageveest merevette.
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TABEL 1B

Kontrolli- ai'a proovivituplaan VHSi jafv6i IHNi suhtes heakskiidetud staatuse saamisele eelneval kaheaastasel

kontrollaj

andmetel ei ole neid haigusi esinenud

piirkondades ja heakskiitmata piirkondades asuvates kasvandustes, kus ametlikult tunnustatud

(kooskdlas direktiivi 91/67/EMU B ja C lisadega ja kdesoleva lisa I ja II osa sitetega)

ko;lft]rigiﬂiféeaw Laboriuuringute Laboriuuringud viiruse olemasolule
aastas (kahel arv aastas I(kahel — Sugukalade arv
aastal) aastal) Kalade arv (elundiuuringuteks) (ovariaalvedeliku votmiseks)
Sisemaa piirkonnad ja
kasvandused
a) tdiesiisteemilised  kala- 2 2 0 (1. kontroll) Sl) 30 (1. kontroll) (3)
kasvandused 30 (2. kontroll) 0 (2. kontroll)
b) kalahaudemajandid 2 1 0 30 (1. voi 2. kontroll) ()
¢) nuumakasvandused 2 2 30 (1. ja 2. kontroll) 0
Ranniku piirkonnad ja
kasvandused
a) tdiesiisteemilised  kala- 2 2 0 (1. kontroll) 30 (1. kontroll) (3
kasvandused 30 (2. kontroll) 0 (2. kontroll)
b) Idhilaste nuumakasvan- 2 2 30 (1. ja 2. kontroll) (}) 0
dused
¢) muude kalade nuuma- 2 2 30 (1. ja 2. kontroll) 0
kasvandused

Kalade maksimaalne arv liitproovis: 10

(1) Kliiniline kontroll.

(3 Erandlikel asjaoludel, kui ovariaalvedelikku ei ole voimalik saada, voib selle asemel votta elundiproovid.
(%) Proovid tuleb votta mitte varem kui kolm nddalat pirast kalade iileviimist mageveest merevette.

TABEL 1C

Voondite ja heakskiitmata piirkondades asuvate kasvanduste kontrolli- ja proovivatuplaan VHSi ja/vai IHNi
suhtes heakskiidetud staatuse siilitamiseks

(kooskdlas direktiivi 91/67/EMU B ja C lisadega ja kdesoleva lisa I osa sitetega)

Kliiniliste kontrollide arv aastas

Kalade arv laboriuuringu jaoks vdetavas valimis (')

Kalade arv (elundiuuringuteks)

Sugukalade arv
(ovariaalvedeliku votmiseks)

Sisemaa piirkonnad ja
kasvandused

a) tdiesiisteemilised kalakas-
vandused

20 (1. vdi 2. kontroll)

10 (1. voi 2. kontroll) ()
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Kalade arv laboriuuringu jaoks voetavas valimis (!)

Kliiniliste kontrollide arv aastas
Sugukalade arv

Kalade arv (elundiuuringuteks) (ovariaalvedeliku votmiseks)

b) kalahaudemajandid 2 0 30 (1. voi 2. kontroll) ()

¢) nuumakasvandused 2 30 0

Ranniku piirkonnad ja

kasvandused

a) tdiesiisteemilised kalakas- 2 20 (1. vdi 2. kontroll) 10 (1. voi 2. kontroll) ()
vandused

b) nuumakasvandused 1 30 (%) 0

Kalade maksimaalne arv liitproovis: 10

(") Heakskiidetud voondis voetakse igal aastal proovid rotatsiooni korras iiksnes 50 %lt kalakasvandustest. Heakskiitmata voondis
asuvates heakskiidetud kasvandustes voetakse proove igal aastal.

(&) Erandlikel asjaoludel, kui ovariaalvedelikku ei ole voimalik saada, vaib selle asemel votta elundiproovid.

(}) Proovid tuleb votta mitte varem kui kolm nadalat parast kalade tileviimist mageveest merevette.

II OSA

Diagnostikameetodid VHSi ja IHNi tdestamiseks haiguspuhangu kahtluse korral

VHS:i ja IHNi diagnoosimiseks kasutatakse iihte voi mitut jargmistest meetoditest:
— A. tavapdrane viiruse isoleerimine ja sellele jargnev viiruse seroloogiline identifitseerimine,
— B. viiruse isoleerimine ja samaaegne viiruse seroloogiline identifitseerimine,

— C. muud diagnostikameetodid (IFAT, ELISA).

Esimese VHSi ja/vdi IHNi juhtumi kinnitus heakskiidetud voondi kasvanduses ei tohi pohineda iiksnes meetodil C. Lisaks
tuleb kasutada kas meetodit A voi B.

Viroloogilisteks uuringuteks moeldud koematerjaliga peab monedel juhtudel olema kaasas tdiendav materjal bakterioloo-
giliste, parasitoloogiliste, histoloogiliste vm uuringute jaoks eristusdiagnoosi eesmargil.

A. Tavapdrane viiruse isoleerimine ning sellele jirgnev viiruse seroloogiline identifitseerimine

I.1. Proovide valimine

Uuringuteks tuleb valida vihemalt 10 IHN- vdi VHS-viiruse tiitipiliste tunnustega kala.

1.2. Kalaproovide valmistamine ja saatmine

Vastavalt osale 1.1.3.

1.3. Taiendava diagnostilise materjali kogumine

Vastavalt osale 1.1.4.

II. Proovide valmistamine viroloogiliseks uuringuks

Vastavalt osale LII.

1IL. Viroloogiline uuring

Vastavalt osale LIIL

IV. Viiruse identifitseerimine

Vastavalt osale LIV.
B. Viiruse isoleerimine ja samaaegne viiruse seroloogiline identifitseerimine

L.1. Proovide valimine

Vastavalt osale ILA.L1.

1.2. Kalaproovide valmistamine ja saatmine

Vastavalt osale 1.1.3.
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1.3. Taiendava diagnostilise materjali kogumine

Vastavalt osale 1.1.4.

I.1. Elundite homogeenimine

Vastavalt osale 1.11.2.

11.2. Homogenaadi tsentrifuugimine
Homogenaati tsentrifuugitakse jahutatud tsentrifuugis temperatuuril 2-5 °C 2 000—4 000 x g juures 15 minutit,
supernatant kogutakse ja toodeldakse seda neli tundi 15 °C juures antibiootikumidega, nt gentamiitsiin 1 mg/ml,
v0i membraanfiltreeritakse 1dbi proteiine vihesiduva membraani (0,45 pm).

I1.3. Supernatandi toétlemine diagnostilise antiseerumiga
Antibiootikumidega toddeldud voi membraanfiltreeritud elundisuspensioon lahjendatakse rakukultuurisootmes
1:10ja 1:1 000, alikvoodid segatakse vdrdse osa osas LIV.2 loetletud reagentidega ja inkubeeritakse 60 minutit
15 °C juures.

IL.1. Rakukultuurid ja sootmed

Vastavalt osale LIIL1.

1.2, Rakukultuuride nakatamine
Iga punkti ILB.IL.3 kohaselt valmistatud viiruse-seerumi seguga nakatatakse iga rakuliini kohta vihemalt kaks raku-
kultuuri, kumbki 50 pl-ga.

1.3. Rakukultuuride inkubeerimine

Vastavalt osale LIIL1.

I11.4. Mikroskoopia

Nakatatud rakukultuure uuritakse tsiitopaatilise efekti avastamiseks iga pdev 40-150kordse suurendusega. Kui iiks
antiseerum hoiab dra tsiitopaatilise efekti tekke, voib viiruse vastavalt identifitseerida.

Kui koikide antiseerumite kasutamise puhul tekib tsiitopaatiline efekt, tuleb viirus identifitseerida vastavalt osale
LIV.

I11.5. Subkultuuride valmistamine

Kui 7-10 pdeva moddudes ei ole tsiitopaatilist efekti tekkinud, tuleb supernatandi ja so6tme seguga (ILB.IL3) naka-
tatud kultuuridest valmistada subkultuurid vastavalt osale LIIL5.

C. Muud diagnostikameetodid

Osa LIL2 kohaselt valmistatud supernatandile tehakse IFAT voi ELISA vastavalt osale LIV.3 vdi LIV.4. Lisaks kdnealustele
Ei.rmeetoditele tuleb 48 tunni jooksul parast proovide votmist teha viroloogiline uuring punkti A voi B kohaselt, juhul
ui:

a) saadakse negatiivne tulemus voi

b) saadakse positiivne tulemus materjalist, mille puhul on tegu IHNi v6i VHSi esimese juhuga heakskiidetud voondis.

Koematerjali puhul voib kasutada teisi diagnostikameetodeid, nagu niiteks RT-PCR, kiilmutatud osade IF voi formaliiniﬁa
kinnitatud koematerjali immunohistokeemiline analiiiis. Konealuste meetodite puhul tuleb rakukultuurid alati nakatada
kinnitamata koematerjaliga.

III OSA

VHSi ja/voi IHNi puudumise dokumenteerimine piirkondades voi heakskiitmata piirkondade heakskiidetud
kasvandustes

Ametliku veterinaarkontrolli programmi suunised ja kriteeriumid

1. Veterinaarkontrolli programmi saab algatada ainult kas:

— Eéirast ametlikult tunnustatud VHS- ja/vdi IHN-viiruse torje programmi, mis hdlmab kdikide kalade kdrvaldamist
asvandusest ja selle puhastamist, desinfitseerimist ja kasutamata hoidmist enne taasasustamist heakskiidetud
kasvandusest parit kaladega, voi

— kalakasvandustes, kus VHSi ega IHNi nakkust ei ole esinenud.

2. Veterinaarkontrolli programm peab pdhinema kliinilistel kontrollidel ja laboriuuringutel.

3. Programm peab sisaldama kahte iga-aastast kliinilist veterinaarkontrolli I osas esitatud suuniste kohaselt.
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4. Vihemalt iihe iga-aastase kontrolli kdigus tuleb igas kasvanduses votta 30 kalakoe fa/véi ovariaalvedeliku proovi.
Proovid tuleb valida, ette valmistada ja laboratoorselt analiiiisida vastavalt I, II ja IV osale.

5. Veterinaarkontrolli programm kestab koikides heakskiitu taotleva piirkonna kasvandustes voi (heakskiitmata piir-
konna) heakskiitu taotlevas kasvanduses vihemalt 4 aastat.

6. Programmi ametlikuks tunnustamiseks ei tohi esineda tihtegi VHSi voi [HNi juhtumit (st ei avastata nakkuse kliinilisi
tunnuseid ega isoleerita viirust).

IV OSA
Tiitrimismeetod rakukultuuride nakkusele vastuvdtlikkuse kontrollimiseks

Osas LIIL3 osutatud soovitatav tiitrimismeetod on jargmine.

Kasutada tuleks vdhemalt kahte VHS-viiruse isolaati ja ithte I[HN-viiruse isolaati. Isolaadid peaksid esindama peamisi EUs
levinud viiruste rithmi, st VHS-viiruse puhul vikerforelli magevees levivat patogeeni ja hariliku kammelja meres levivat
patogeeni ning IHN-viiruse puhul vikerforelli Euroopas levivat patogeenitiive. Kasutama peaks liikmesriikides tapselt
midratud isolaate. Vordlusisolaate saab EU kalahaiguste tugilaborist.

Viikese edasikiilviarvuga viirusepartiisid paljundatakse rakukultuuripudelites, VHS-viirust BF-2 vdi RTG-2 rakkudel ja
[HN-viirust EPC vdi FHM rakkudel. Kasutada tuleks vahemalt 10 % seerumisisaldusega rakukultuurisoodet. Nakatamisel
kasutada madalat infektsioonkordajat (MOI < 1).

Parast tdieliku tsiitopaatilise efekti ilmnemist tsentrifuugitakse viiruse kogumiseks rakukultuuri supernatanti 2 000 x g
juures 15 minutit, steriliseeritakse filtreerides labi 0,45 pm membraanfiltri ja jaotatakse etiketitud kriiokatsutitesse.
Viirust séilitatakse —80 °C juures.

Uks nédal parast kiilmutamist sulatatakse kiilma vee all kolm iga viiruse korduspudelit ja tiitritakse vastavatel rakuliinidel.
Vihemalt iga kuue kuu jdrel voi kui oletatakse, et rakuliini vastuvdtlikkus on vahenenud, sulatatakse ja tiitritakse iga
viirusisolaat.

Tiitrimismeetod tuleb iiksikasjalikult kirjeldada ja kasutada iga kord sama meetodit.

L()Ig)lahjenduseni tiitrimisel peab igal lahjendusastme tegema vihemalt kuues korduses. Tiitreid vorreldakse varem
saadud tiitritega. Kui kolmest viirusisolaadist iikskoik missuguse tiiter langeb algtiitriga vorreldes 2 log korda v6i rohkem,
ei tohi seda rakuliini enam kontrollimiseks kasutada.

Kui laboris silitatakse erinevaid rakuliine, tuleb iga liini uurida eraldi.

Andmeid tuleb siilitada vihemalt 10 aastat.

V OSA
Akroniiiimid ja lithendid
BF-2 Bluegill fry =2 (rakuliin)
CPE tsiitopaatiline efekt
CRL tithenduse kalahaiguste tugilabor
ELISA ensiitimne immunosorbenttest
EPC Epithelioma papulosum cyprini (rakuliin)
FHM Fathead minnow (rakuliin)
FITC fluorestseiinisotiotsiianaat
Hepes N-(2-hiidrokstietiiiil) piperasiin-N"-2-etaansulfoonhape
HRP midardika peroksiidaas
IF immunofluorestsents
[FAT immunofluorestsentskatse viiruse antikehade méaaramiseks
THN(V) nakkuslik vereloomenekroos (viirus)
IPN nakkuslik pankreasenekroos (viirus)

MEM miinimumpdhisdode
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MOI infektsioonkordaja (suhtarv, mis niitab koekultuurirakkude nakatamisel iga raku kohta vdetavate viirusosa-
keste arvu)

OPD o-feniileendiamiin

PBS fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahus

RTG-2 Rainbow trout gonad (rakuliin)

RT-PCR poordtranskriptaas-poliimeraasahelreaktsioon

Tris-HCl tris(hiidrokstimetiiiil)aminoetaan-HCl

TRITC tetrametiiiilrodamiinisotiotsiianaat

VHS(V) viiruslik hemorraagiline septitseemia (viirus)



