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KOMISSIO

KOMISSION PAATOS,
tehty 13 piivini kesikuuta 2003,

vyohykejaon ja virallisen valvonnan perusteista epiiltiessi lohen tarttuvaa anemiaa (ISA-tautia) tai
sen esiintymisen varmistuttua

(tiedoksiannettu numerolla K(2003) 1831)

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

(2003/466/EY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuksen,

ottaa huomioon eldinten terveyttd koskevista edellytyksistd
saatettaessa vesiviljeltyjd eldimid ja tuotteita markkinoille 28
pdivind tammikuuta 1991 annetun neuvoston direktiivin 91/
67[ETY ('), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna asetuk-
sella (EY) N:o 806/2003 (*), ja erityisesti sen 15 artiklan,

ottaa huomioon yhteison vihimmaistoimenpiteistd tiettyjen
kalatautien torjumiseksi 24 piivind kesikuuta 1993 annetun
neuvoston direktiivin  93/53/ETY (°), sellaisena kuin se on
viimeksi muutettuna komission paitoksella 2001/288/EY (%), ja
erityisesti sen 5 artiklan 2 kohdan ja 6 artiklan,

seki katsoo seuraavaa:

(1) Direktiivin 93/53/ETY mukaan niytteenotto ja labo-
ratoriomddritykset direktiivin  91/67/ETY liitteessi A
olevassa I ja II luettelossa tarkoitettujen tautien esiinty-
misen toteamiseksi on suoritettava direktiivin 91/67[ETY
15 artiklan mukaisesti maariteltyja menetelmid noudat-
taen.

(2)  Naytteenottosuunnitelmat ja taudinmdairitysmenetelmait
II luettelon kalatautien, verenvuotoseptikemian (VHS) ja
vertamuodostavan kudoksen tarttuvan kuolion (IHN)
esiintymisen havaitsemiseksi ja varmistamiseksi on
madritelty komission pdatoksessd 2001/183/EY ().

(3)  Direktiivin 93/53/ETY 5 artiklan 2 kohdan ja 6 artiklan
mukaan kaikki lohen tarttuvan anemian (ISA-taudin)
saastuttamaksi epdillyn tai varmistetun viljelylaitoksen
kanssa samalla vesialueella tai rannikkovyohykkeelld
sijaitsevat viljelylaitokset on asetettava viralliseen valvon-
taan. Vyohykejaon ja virallisen valvonnan perusteet olisi
médriteltava.
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(4)  Naytteenottosuunnitelmien ja taudinmdaaritysmenetel-
mien médrittimiseksi ISA-taudin havaitsemista ja varmis-
tamista varten sekd vyohykejaon ja virallisen valvonnan
perusteiden madrittimiseksi ISA-tautia epdiltdessd tai sen
esiintymisen varmistuttua on kddnnytty kalaterveys- ja
laboratorioasiantuntijoiden puoleen. Lisdksi on otettava
huomioon Maailman eldintautijirjeston (OIE) vesieldin-
tautien taudinmadrityksen kasikirjan (Diagnostic Manual
for Aquatic Animal Diseases) uusimmassa painoksessa
esitetyt ISA-taudin taudinmdiritystd koskevat suunta-
viivat.

(5)  Néiden wuusien vaatimusten tdytint6onpanoon olisi
annettava riittavasti aikaa.

(6)  Tissd pddtoksessd sdddetyt toimenpiteet ovat elintarvike-
ketjua ja eldinten terveyttd kdsittelevin pysyvan komi-
tean lausunnon mukaiset,

ON TEHNYT TAMAN PAATOKSEN:

1 artikla

Timian péddtoksen liitteessd vahvistetaan lohen tarttuvan
anemian (ISA-taudin) osoittamiseen ja varmistamiseen tarkoi-
tetut ndytteenottosuunnitelmat ja taudinmadritysmenetelmat
sekd vyohykejaon ja virallisen valvonnan perusteet ISA-tautia
epdiltdessi tai sen esiintymisen varmistuttua.

2 artikla

Tatd paitostd sovelletaan 23. lokakuuta 2003 lihtien.
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3 artikla

Tamd paitos on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 13 pdivind kesdkuuta 2003.

Komission puolesta
David BYRNE

Komission jdsen
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LIITE

Lohen tarttuvan anemian (ISA-taudin) osoittamiseen ja varmistamiseen tarkoitetut niytteenottosuunnitelmat ja
taudinmiiritysmenetelmit sekid vyohykejaon ja virallisen valvonnan perusteet epiiltiessi ISA-tautia tai sen
esiintymisen varmistuttua

JOHDANTO JA MAARITELMAT

Tassd liitteessd

a) annetaan ohjeet ja vihimmdisvaatimukset ISA-taudin esiintymisen osoittamiseksi ja varmistamiseksi tarkoitettuja
ndytteenottosuunnitelmia ja taudinmaaritysmenetelmia varten;

b) esitetddn myos direktiiveissd 91/67/ETY ja 93/53/ETY sdddetyt sddnnokset ja méiritelmit;

¢) vahvistetaan sddnnokset, joilla pyritddn tehokkaaseen taudinmdiritykseen, valvontaan ja seurantaan ISA-tartuntaa
epdiltdessd tai tartunnan varmistuttua;

d) osoitetaan annetut miirdykset ISA-taudin valvonnasta vastaaville viranomaisille ja titd tautia koskevia kokeita
tekeville laboratoriohenkilostolle. Liitteen padpaino on ndytteenottomenetelmissd, laboratoriokokeiden péddperiaat-
teissa ja kdytinnon sovellutuksissa ja niiden tulosten arvioinnissa sekid yksityiskohtaisissa laboratoriomenetelmissi.
Laboratoriot voivat kuitenkin tarvittaessa tehdd muutoksia tissi liitteessd kuvattuihin kokeisiin tai kdyttad eri kokeita,
edellyttden, ettd voidaan osoittaa sama tai parempi herkkyys ja spesifisyys. Lisdksi mddritaan vyohykejakoa ja viral-
lista valvontaa koskevista perusteista ISA-tartuntaa epdiltdessd tai tartunnan varmistuttua.

Tassi liitteessd sovelletaan seuraavia lisiméaritelmia:

"Vesialueella” tarkoitetaan koko vesialuetta vesistéjen alkuldhteiltd suistoon tai osaa vesialueesta vesiston alkuldhteeltd
luonnolliseen tai keinotekoiseen esteeseen, joka estdd kaloja vaeltamasta esteen yli.

"Rannikkoalueella” tarkoitetaan sellaista rannikon, meriveden tai suiston osaa, jolla on tarkat maantieteelliset rajat ja joka
kisittdd homogeenisen hydrodynaamisen jirjestelmin tai sarjan tillaisia jarjestelmia.

Liitteessd olevassa [ osassa mairdtdan ISA-taudin mddritystd ja varmistamista koskevista yleisistd periaatteista ja perus-
teista sekd ISA-tartuntaa epdiltdessd tai tartunnan varmistuttua suoritettavan vychykejaon ja virallisen valvonnan perus-
teista.

Liitteessd olevassa Il osassa vahvistetaan ISA-tartunnan toteamiseksi suoritettavat tarkastukset ja ndytteenotto.
Liitteessd olevassa III osassa médratddn virologisissa tutkimuksissa kdytettavistd menetelmista.
Liitteessd olevassa IV osassa esitetddn naytteiden RT-PCR-analyysissd kiytettdvd menettely ISA:n toteamiseksi.

Liitteessd olevassa V osassa kuvataan IFAT-menetelmalld suoritettavaa munuaisndytteiden (imprint) tutkimusmenettelyd
ISA:n toteamiseksi.

Liitteessd olevassa VI osassa esitetddn histologiset menetelmit.

Liitteen VII osassa on luettelo kdytetyistid kirjainsanoista ja lyhenteist.

[ ISA-taudin miiritystd, vy6hykejakoa seki tiettyjd valvontatoimia ja virallista valvontaa koskevat perusteet

L1 ISA-taudin mddrityksessi sovellettavat yleiset periaatteet

Tassd liitteessd olevassa 1.2 kohdassa esitetddn ne syyt, joiden perusteella on syytd epdilld kalojen saaneen ISA-
virustartunnan. Jdsenvaltioiden on varmistettava, ettd epiiltdessd kalojen ISA-virustartuntaa viljelylaitoksessa
suoritetaan mahdollisimman nopeasti virallinen tutkimus, jossa tartunta varmistetaan tai suljetaan pois sovel-
tamalla tidssd liitteessd olevassa III—VI osassa vahvistettuja tarkastusmenettelyjd ja kliinisid tutkimusmenette-
lyjd, niytteiden valinta- ja keruumenetelmid sekd laboratoriotutkimusmenetelmid. ISA-tartunnan virallinen
varmistaminen edellyttdd, ettd yksi tdssd liitteessd olevassa 1.3 osassa vahvistetuista kolmesta perusteesta

tayttyy.

1.2 ISA-tartunnan epdily

.2.1 ISA-tartuntaa on syyti epiilld, jos vahintddn yksi seuraavista perusteista tdyttyy:

a) ISAm taudinkuvaan sopivat post mortem -l6ydokset, joihin liittyy tai joihin ei liity taudin kliinisid
merkkejd. Post mortem -1oydoksien ja taudin kliinisten merkkien on vastattava kansainvilisen eldintau-
tiviraston (OIE) vesieldintautien taudinmadrityksen kasikirjan (Diagnostic Manual for Aquatic Animal
Diseases) viimeisimmdssd painoksessa esitettyd kuvausta.

b) ISA-virus on eristetty ja tunnistettu III osassa kuvatulla tavalla soluviljelmassd yhdestd ndytteests, joka
on perdisin mistd tahansa viljelylaitoksen kalasta.
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¢) ISA-tartunnasta on saatu ndyttd kahdessa erilaisessa laboratoriokokeessa, esimerkiksi RT-PCR-
kokeessa (IV osa) ja IFAT-kokeessa (V osa).

d) Eldvid kaloja on siirretty viljelylaitokselle ajankohtana, jolloin oli perusteltua syytd epiilld esiintyvin
ISA-tautia.

¢) Tutkimuksissa havaitaan muita varteenotettavia epidemiologisia yhteyksid viljelylaitoksiin, joilla
epdillddn ISA-tartuntaa tai joilla on todettu tartunta.

1.2.2 ISA-tartunnan epdily voidaan sulkea pois, jos vdhintddn kerran kuukaudessa puolen vuoden ajan tehta-
vissd kliinisissd tarkastuksissa ei ole saatu selvdd ndyttod tartunnasta.

ISA-tartunnan varmistaminen

ISA-tartuntaa pidetddn varmistettuna, jos a, b tai ¢ kohdassa esitetty peruste tayttyy:

a) Havaitaan OIE:n vesieldintautien taudinmddrityksen késikirjan uusimman painoksen tietojen mukaisia
ISA:n taudinkuvaan kuuluvia kliinisid merkkejd ja post mortem -16ydoksid, mukaan lukien kuolleet, heikko-
kuntoiset tai poikkeavasti kdyttdytyvit kalat, anemiaan viittaavat merkit, muut post mortem -l6ydokset ja
patologiset muutokset, ja todetaan ISA-virus yhdelld tai useammalla seuraavista menetelmista:

i) ISA-virus eristetddn ja tunnistetaan Il osassa kuvatulla tavalla soluviljelmassd vahintddn yhdestd ndyt-
teestd, joka on perdisin mistd tahansa viljelylaitoksen kalasta.

i) ISA-virus todetaan RT-PCR-analyysilld IV osassa kuvattuja menetelmii kayttden.

i) ISA-virus todetaan kudoksista tai kudospreparaateista ISA-virukselle spesifien vasta-aineiden avulla
(esimerkiksi V osassa kuvattu IFAT-menetelmd munuaisndytteiden osalta).

b) ISA-virus eristetddn ja tunnistetaan kahdesta ndytteestd, jotka on otettu IIl osassa kuvatun menetelmin
mukaisesti erillisilld ndytteenottokerroilla yhdestd tai useammasta viljelylaitoksen kalasta.

¢) ISA-virus eristetddn ja tunnistetaan vihintddn yhdestd ndytteestd, joka on otettu III osassa kuvatun mene-
telmadn mukaisesti viljelylaitoksen mistd tahansa kalasta, ja vahvistetaan RT-PCR-menetelmalld (IV osa) tai
[FAT-menetelmalld (V osa) kudospreparaateista, jotka ovat perdisin viljelylaitoksen mistd tahansa kalasta.

Valvontavyohykkeiden ja seurantavyohykkeiden perustamisen ja purkamisen kriteerit ISA-tartuntaa epdiltdessd tai sen
varmistuttua

[.4.1 Riskipohjaisen virallisen valvontaohjelman kdytto6nottoa varten jdsenvaltioiden on perustettava asian-
mukaisia tarkkailu- ja valvontavyohykkeitd sellaisen viljelylaitoksen ldheisyyteen, jolla virallisesti
epiillddn tai jolla on todettu esiintyvin ISA-tautia.

1.4.2 Perustettavat vyohykkeet mdaritelldan tapauskohtaisesti taudin levidmisriskin perusteella. Epitsootolo-
gisen tilanteen mukaan kyseessd oleva vesialue tai rannikkoalue

— madritellddn valvontavyohykkeeksi,

— voidaan jakaa valvontavyohykkeeseen ja seurantavyohykkeeseen, jos vesialue tai rannikkoalue on
laaja ja jos jako ei vaaranna taudin levidmisen ehkiisya.

Lisiksi voidaan tarvittaessa perustaa uusia valvontavyohykkeitd vesialueen tai rannikkoalueen ulkopuo-
lelle.

1.4.3 Edelld mainittuja vyohykkeitd perustettaessa on otettava ensisijaisesti huomioon tekijat, jotka lisdavit
taudin levidmisvaaraa viljeltyihin ja luonnonvaraisiin kaloihin. Naitd tekijoitd ovat kalakuolemien mard,
osuus ja jakauma ISA-tartunnan saastuttamaksi epdillyssd tai varmistetussa viljelylaitoksessa, kalakuole-
mien aiheuttaja kyseisessd viljelylaitoksessa, etdisyys ldhimpiin viljelylaitoksiin ja niiden sijaintitiheys,
laitokset, joihin on oltu yhteydessd, laitoksissa viljeltdvit lajit, saastuneissa viljelylaitoksissa ja niiden
lhelld sijaitsevissa laitoksissa suoritetut hallinnointitoimet, hydrodynaamiset olosuhteet ja muut epide-
miologisesti merkittavit tekijit, jotka on identifioitu direktiivin 93/53/ETY 5 artiklan 2 kohdan ja 8
artiklan mukaisesti suoritetussa epitsootologisessa selvityksessa.
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1.6

1.4.4

Vyohykkeiden perustamista koskevat seuraavat vahimmadisedellytykset:

1.4.4.1 Jasenvaltion on perustettava "valvontavyohyke” ISA-tartunnan saastuttamaksi vahvistetun viljely-
laitoksen valittomaan ldheisyyteen seuraavasti:

— rannikkoalueilla: siteeltddn yhden vuorovesikantaman tai vahintddn 5 kilometrin mittaisen
ympyrin sisddn jdava alue, jonka keskipisteend on ISA-viruksen saastuttamaksi vahvistettu
viljelylaitos, taikka tdtd vastaava alue, joka on mddritetty asianmukaisten hydrodynaamisten
tai epidemiologisten tietojen pohjalta,

— sisdvesialueilla: koko ISA-viruksen saastuttamaksi vahvistetun viljelylaitoksen vesialue. Jos
kyseessd on laaja vesialue, jasenvaltio voi rajoittaa vyohykkeen koskemaan osia vesialueesta
edellyttden, ettd tdimd ei vaaranna ISA-tartunnan levidmisen ehkdisya.

1.4.4.2 "Viliaikainen valvontavy6hyke” on ISA-tartuntaa epiiltdessd perustettava kohdassa "Valvontavyo-
hyke” esitettyjen perusteiden pohjalta.

1.4.4.3 Jasenvaltion on tarvittaessa perustettava "tarkkailuvyohyke” niille valvontavyohykkeen ulkopuoli-
sille alueille, joilla loyhemman tarkkailun arvioidaan riittdvén ja joka vastaa

— rannikkoalueilla: valvontavyShykettd ymparoivdd aluetta, jonka vuorovesikantamat ovat
paallekkaisid, tai valvontavyohykettd ymparoivdd, sellaiseen ympyrddn sisdltyvdd aluetta,
jonka keskus on valvontavyohykkeen keskus ja side 10 km, taikka vastaavanlaista, asianmu-
kaisten hydrodynaamisten tai epidemiologisten tietojen pohjalta madritettya aluetta,

— sisévesialueilla: valvontavyohykkeen ulkopuolelle tarvittaessa perustettua lisdaluetta.

Viljelytauko ja perustettujen vyGhykkeiden purkaminen

L5.1

L.5.4

Jasenvaltion toimivaltaisen viranomaisen on varmistettava, ettd kaikilla valvontavyohykkeeseen kuulu-
villa viljelylaitoksilla noudatetaan asianmukaista viljelytaukoa sen jilkeen, kun laitoksista on poistettu
kalat ja kun laitokset on tarvittaessa desinfioitu. ISA-viruksen saastuttamaksi vahvistetun viljelylaitoksen
viljelytauon on oltava vihintddn 6 kuukauden pituinen. Muiden valvontavyohykkeen laitosten osalta
toimivaltainen viranomainen mddrittelee viljelytauon pituuden suorittamansa riskinarvioinnin perus-
teella. Kun kalat on poistettu kaikista valvontavyohykkeen laitoksista, laitosten on pidettivd samanaikai-
sesti vahintddn 6 viikon pituinen viljelytauko.

Toimivaltainen viranomainen voi madriti viljelytauon myos tarkkailuvyohykkeelld sijaitseville laitoksille.

Perustettuja valvontavyohykkeitd ei voida purkaa eiké niille voida tuoda uusia kaloja ennen kuin kalat
on poistettu kaikista vyohykkeilld sijaitsevista viljelylaitoksista, ennen kuin laitokset on tarvittaessa desin-
fioitu ja ennen kuin niissd on pidetty 1.5.1 osan mukainen viljelytauko. Kun vyohykkeille tuodaan uusia
kaloja, valvontavyohykkeet on muutettava [.4.4.3 osassa tarkoitetuiksi tarkkailuvyohykkeiksi.

Viliaikaisia valvontavyohykkeitd ei voida purkaa ennen kuin epiily ISA-tartunnasta on suljettu pois
1.2.2 osan mukaisesti. Jos ISA-tartunta varmistetaan 1.3 osan mukaisesti, viliaikainen valvontavyohyke
on muutettava valvontavychykkeeksi.

Perustetut tarkkailuvyohykkeet voidaan purkaa vasta kahden vuoden kuluttua valvontavyohykkeen
purkamisesta.

Virallinen valvonta ISA-tartuntaa epdiltdessd tai tartunnan varmistuttua

L6.1

Kun viljelylaitoksella epdillddn tartuntaa tai kun tartunta on varmistettu, toimivaltaisen viranomaisen ja
sen kanssa yhteistyOssd ja sen suoran valvonnan alaisena toimivien kalaterveyden asiantuntijalaitosten
on toteutettava riskipohjainen virallinen valvontaohjelma kaikilla perustetuilla vychykkeilld sijaitsevilla
viljelylaitoksilla direktiivin 93/53/ETY 5 artiklan 2 kohdan ja 6 artiklan mukaisesti ISA-tartunnan levin-
neisyyden ja tautitilanteen kehityksen selvittimiseksi.

Edelld mainitun virallisen valvontaohjelman yhteydessd toimivaltaisen viranomaisen on tarvittaessa
paikalla suoritettavan tarkastuksen avulla yksiloitivd kaikki vyohykkeilld sijaitsevat viljelylaitokset ja
suoritettava virallinen laskenta viljelylaitoksilla pidettyjen kalalajien, ikiluokkien ja kalojen lukumairan
osalta kuolleisuusluvut mukaan luettuina.
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1.6.3

1.6.4

Viliaikaisilla valvontavyohykkeilld sijaitsevien merilohta (Salmo salar) tai muuta OIE:n vesieldinten
terveyttd koskevan kansainvilisen sddnnoston uusimmassa painoksessa tarkoitettua ja ISA-tartunnalle
alttiiksi tai sitd mahdollisesti kantavaksi ilmoitettua kalalajia viljelevien laitosten on ilmoitettava kalakuo-
lemista toimivaltaiselle viranomaiselle kahden viikon vilein aluksi tehtdvén virallisen laskennan jalkeen.
Kuolleisuuden lisddntymisestd on ilmoitettava pdiva- ja allaskohtaisesti. Toimivaltaisen viranomaisen on
tutkittava kaikki viljelylaitosten ilmoittamat tavanomaista korkeammat kuolleisuusluvut.

Jos ISA-epiily vahvistetaan, kaikkien valvontavyohykkeelld sijaitsevien viljelylaitosten on ilmoitettava
toimivaltaiselle viranomaiselle kuolleisuusluvut viikoittain allas- ja pdivakohtaisesti eriteltyina.

Tarkkailuvyohykkeilld sijaitsevien viljelylaitosten on ilmoitettava kuolleisuusluvut toimivaltaiselle viran-
omaiselle kahden viikon vilein.

Perustetuilla vyohykkeilld on lisiksi suoritettava sdannollisia tarkastuksia ympari vuoden taulukossa 1
esitettyd tarkastustiheyttd noudattaen. Silloin kun tarkastuksia ei jonakin aikana vuodesta voida ilmasto-
olosuhteiden takia suorittaa, jasenvaltiot voivat méiritd toisenlaisesta tarkastustiheydestd valmiussuunni-
telmassaan.

Taulukko 1

Virallinen valvontaohjelma

Vuosittaisten tarkastusten vahim-
miismadri valvontavyohykkeen
purkamisen jalkeen

Vuosittaisten tarkastusten

Laitoksen sijainti ale o
vahimmaismaard

Valvontavychyke 12

Tarkkailuvyohyke 6 6

Viliaikainen valvontavyohyke 6

Valvontaohjelmaa on jatkettava, kunnes vyohykkeet on purettu.

Tarkastukset sekd niytteiden valinta, keruu, valmistelu ja ldhetys on suoritettava I1.1—I1.4 osassa médri-
tellylld tavalla. Naytteet on tutkittava III—VI osan mukaisesti.

Tarkastukset ja ndytteenotto

IL.1

Tarkastukset ja ndytteiden valinta ja keruu viljelylaitoksella, jolla epaillddn ISA-tartuntaa

IL.1.1 Liitteen 1.6 osassa esitetyn virallisen valvontaohjelman mukaan suoritetuissa saannollisissd tarkastuksissa

sekd ISA-viruksen saastuttamiksi epdillyilld viljelylaitoksilla suoritettavissa tarkastuksissa on tarkastettava
viljelylaitoksen kaikki tilat (verkkoaltaat, muut altaat ja lammikot) kuolleiden, heikkokuntoisten tai poik-
keavasti kiyttdytyvien kalojen 16ytamiseksi. Askettiin kuolleista (mutta ei vield hajoamistilassa olevista),
heikkokuntoisista tai poikkeavasti kdyttaytyvistd kaloista on mahdollisuuksien mukaan tutkittava klii-
nisid merkkejd tai post mortem -loydoksid ISA-tartunnan osoittamiseksi OIE:n vesieldintautien
taudinmaéarityksen késikirjan uusimmassa painoksessa kuvatulla tavalla.

I.1.2 Jos havaitaan tuoreita kliinisid merkkejd, jotka sopivat ISAmn taudinkuvaan, tai jos tarkastajalla tai

eldinladkarilli on muuten syytd epdilld kalojen saaneen tartunnan, ndytteeksi otetaan vihintddn 10
kalaa. Niytteet on mahdollisuuksien mukaan kerattdvi dskettdin kuolleista, heikkokuntoisista tai poik-
keavasti kdyttdytyvistd kaloista. Jos kliinisesti sairaiksi todettavia kaloja ei ole riittdvisti, ndytettd on
tdydennettdvi niistd verkkoaltaista, muista altaista tai lammikoista valituilla terveilld kaloilla, joissa on
esiintynyt eniten kalakuolemia tai kliinisid merkkejd taudista.

I.1.3 Jos havaitaan iskettdin kuolleita, heikkokuntoisia tai poikkeavasti kdyttiytyvid kaloja, joiden kliiniset

merkit ja post mortem -loydokset eivit kuitenkaan sovi ISA:n taudinkuvaan, ndytteenotto ei ole pakol-
lista. Niitd voidaan kuitenkin ottaa tarkastajan tai eldinlddkarin harkinnan mukaan, koska ne saattavat
olla tarpeellisia erotusdiagnoosin kannalta.
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IL.1.4

Jos luonnonvaraisilla kaloilla epéillidn ISA-tartuntaa, jisenvaltioiden on varmistettava, ettd kaloista
otetaan asianmukaiset ndytteet ja ettd ne tutkitaan II ja [II—VI osassa médritellyilld asianmukaisilla klii-
nisilldi menetelmilld ja laboratoriomenetelmilld ISA-tartunnan poissulkemiseksi tai vahvistamiseksi ja
sen arvioimiseksi, aiheuttaako taudin esiintyminen merkittdvan uhan viljellyille kaloille.

1.2 Kaloista otettujen ndytteiden valmistelu

11.2.1

I1.2.2

11.2.3

11.2.4

IL.2.5

Histologiseen tutkimukseen tarkoitetut néytteet otetaan vain niistd dskettdin kuolleista kaloista, joissa
on tautiin sopivia kliinisid merkkejd tai post mortem -1oydoksid. Kaikista ulkoisista ja sisdisistd leesioista
ja aina yksittdisten kalojen maksasta, munuaisen keskiosasta, syddmestd ja pernasta on otettava (leik-
kausveitsen avulla) niyte, joka siirretidn 8—10-prosenttiseen (vol/vol) puskuroituun formolin fysiologi-
seen keittosuolasuolaliuokseen. Kiinnitysaineen ja kudosmateriaalin vélisen suhteen on oltava vihintédin
20:1, jotta kudokset sailyisivat riittavan hyvin.

Virologiseen tutkimukseen tarkoitetut kudosniytteet otetaan kaikista niistd kaloista, jotka on kerdtty
ndytteenottoa varten. Tulosten vahvistamista varten otetaan rinnakkaisndyte. Maksasta, munuaisen etuo-
sasta, syddmestd ja pernasta otettavat kudosniytteet irrotetaan steriililld instrumentilla ja asetetaan
muoviputkiin, jotka sisltavit 9 ml kuljetusainetta eli antibiootteja sisaltavdd soluviljelyyn kdytettavad
elatusainetta. Tarkoitukseen soveltuu yhdiste, joka sisaltdd 12,5 pg/ml fungisidia, 200 pg/ml polymyk-
siini B:td ja 200 pg/ml kanamysiinid, mutta my6s muita teholtaan tutkittuja yhdisteitd voidaan kayttaa.
Yhteen kuljetuselatusainetta sisiltivddn putkeen voidaan ottaa kudosndytteitd enintddn viidestd kalasta
yhteisnaytteeksi. Kussakin ndytteessd olevan kudoksen painon on oltava 1,0 + 0,5 g.

IFAT-tutkimusta varten kerdttdvd munuaisndyte otetaan vain dskettdin kuolleista kaloista (kahden
tunnin kuluessa kuolemasta). Kudosniyte otetaan munuaisen keskiosasta steriililli instrumentilla.
Yliméirdisen veren poistamiseksi kudos kuivataan imupaperin piilld, minkd jilkeen kudosta painetaan
useaan kertaan poly-L-lysiinilld paallystettyd objektilasia vasten. Jotta solukerroksesta tulisi yhtendinen,
painamisjilkien on oltava vieri vieressd, mutta ne eivit saa mennd paillekkdin. Verelld ja kudosnesteelld
ei ole merkitystd tdiman testin kannalta. Munuaisnaytettd ei saa jittad pitkaksi aikaa kuivumaan imupa-
perille, koska tdmd saattaa johtaa veren hyytymiseen ja suurten seerumiproteiinimédrien kerdantymi-
seen tutkittavalle objektilasille. Naytteet kuivataan ilmassa, ja ne on sdilytettivd kuivassa ja viiledssd
paikassa, jos niitd ei kiinnitetd valittomasti. Ndytteet on kiinnitettdvd 72 tunnin kuluessa niytteenotosta.
Vaihtoehtoisesti ndytteet voidaan jaddyttdd ilmakuivauksen jilkeen ja sdilyttdd ennen kiinnittdmistd
enintddn 1 kuukauden ajan — 20 °C:n limpatilassa.

Kaloja, joissa nikyy merkkejd anemiasta, voidaan tainnuttaa ja ottaa niistd heti heparinisoituja veri-
ndytteitd hematologiseen analyysiin, esimerkiksi hematokriitin mittausta varten.

RT-PCR-analyysid varten kudosndytteitd otetaan kaikista ndytteenottoon valituista kaloista. Kudosniyte
otetaan munuaisen etu- tai keskiosasta steriililld instrumentilla ja siirretddn mikrofugiputkeen, jossa on
1 ml tehokkaaksi osoitettua RNA:mn siilytysliuosta. Yhteen siilytysliuosta sisdltivdin putkeen voidaan
yhteisndytettd varten ottaa kudosnidytteiti enintddn viidestd kalasta. Kussakin naytteessi olevan
kudoksen painon on oltava noin 0,5 g. Jos kalat ovat liian pienid vaaditun painoisen ndytteen saami-
seksi, ndytteeksi voidaan ottaa pala munuaista, syddntd, pernaa, maksaa tai umpisuolta (tdssd jarjestyk-
sessd), jotta saadaan 0,5 gramman painoinen niyte.

1.3 Kalandytteiden lahettdminen

I1.3.1

I1.3.2

I1.3.3

Virologiseen ja RT-PCR-analyysiin menevit verindytteet ja kalan kudoksia sisiltivdt niyteputket on
asetettava eristettyihin sdilivihin (esimerkiksi paksuseindisiin polystyreenilaatikoihin), joissa on riittavasti
jaatd tai kylmavaraajia, sen varmistamiseksi, ettd ndytteet pysyvit jadhdytettyind laboratorioon kuljetta-
misen aikana. Néytteitd on varjeltava jadtymiseltd, ja kuljetuslaatikossa on oltava jddtd vield vastaanotto-
paikassa tai yhden tai useamman kylmédvaraajan on vield oltava osittain tai kokonaan jditynyt. Poik-
keustapauksissa RT-PCR-ndytteet ja virologisesti tutkittavat niytteet voidaan jaddyttdd nopeasti (nestety-
pessd) ja kuljettaa laboratorioon — 20° C:n tai sitd alemmassa limpétilassa.

IFAT-menetelmilld analysoitavat objektilasit lihetetddn objektilasitelineessd, ja niihin lisitddn riittdvasti
kuivausainetta, jotta niytteet pysyvit kuivina ja jdityneind, kuten edelld on kuvattu.

Jos kalan kudoksia kuljetetaan histologiseen analyysiin kiinnitysaineessa, ne on ldhetettdvd vuotamatto-
missa putkissa iskunkestavissa sailioissd, esimerkiksi paksuseindisessd polystyreenilaatikossa.
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I.3.4 Ellei néytteitd ole pakastettu, virologinen analyysi on aloitettava mahdollisimman nopeasti ja
viimeistddn 72 tunnin kuluessa niytteenotosta. Tulosten vahvistamiseen tarkoitettua rinnakkaisnaytettd
on sdilytettdvi vastaanottavassa laboratoriossa enintdin — 20 °C:n limpatilassa.

I.3.5 Laboratorioon voidaan ldhettdd kokonaisia kaloja, jos IL3.1 osassa maddritellyt kuljetuslimpétilalle
asetetut ehdot tayttyvit. Kokonaiset kalat kaaritddn imupaperiin, ja ne ldhetetddn muovipussissa edelld
kuvatulla tavalla jaddytettyina.

11.3.6 My0s eldvid kaloja voidaan ldhettdd mutta vain viranomaisten valvonnassa.

I1.3.7 RNAlaterissa RT-PCR-analyysid varten sdilytettyjen kudosten RNA on eristettivi ndytteen sdilytyslimpo-
tilan mukaan médrdytyvissd mairdajassa. Médrdajat ovat seuraavat:

— 37°C 1 vuorokausi,
— 25°C 1 viikko,

— 4°C 1 kuukausi,
— -20°C ei mairdaikaa

11.3.8 Pakkaaminen ja pakkausmerkinnit tehdddn soveltuvin osin voimassa olevien kansallisten ja kansain-
vilisten kuljetussddnnosten mukaisesti.

1.4  Diagnostisen lisiaineiston kerddminen

Muita

kalojen kudoksia voidaan asianomaisen taudinmaarityslaboratorion luvalla kerdti ja valmistella lisdtutki-

muksia varten.

Il Virologinen tutkimus

1.1

Naytteiden valmistelu

IL.1.1

I.1.2

Jos solujen inokulointi 72 tunnin kuluessa kudosnaytteiden ottamisesta on kdytdnnon syistd mahdo-
tonta, on hyviksyttivdd jaadyttad kudosniytteet — 80 °C:n limpdotilassa enintddn 28 péiviksi. Tamd
kudos saadaan jaadyttdi ja sulattaa vain kerran ennen tutkimusta.

Kukin ndyte (yhteisndyte kuljetuselatusaineessa) on laboratorioissa tdydellisesti homogenoitava joko
Stomacher- tai blender-tyyppisen homogenaattorin tai huhmareen ja survimen avulla. Homogenaatti
sentrifugoidaan kierrosnopeudella 2 000—4 000 x g 15 minuutin ajan 0—6 °C:n limpdotilassa, ja
supernatantti suodatetaan 0,45 pm:n kalvosuodattimella ja inkuboidaan samassa mddrdssd sopivana
laimennoksena IPN-viruksen kotoperdisten serotyyppien antiseerumiseoksen kanssa. Antiseerumin
pitoisuuden on oltava vahintddn 1/2000 50 prosentin plakkineutralisaatiokokeessa. Seosta on inkuboi-
tava yhden tunnin ajan 15 °C:n limpatilassa. Ndin saadaan inokulaatti.

Kaikki inokulaatit kasitellddn IPN-viruksen antiseerumilla (tietyilld alueilla Euroopassa titd virusta
esiintyy 50 prosentissa kalandytteistd), jotta voidaan ehkiistd IPN-viruksen aiheuttaman CPE:n muodos-
tuminen inokuloiduissa soluviljelmissd. Tama lyhentdd virologisten tutkimusten kestoa sekid vahentdd
sellaisten tapausten mdaird, joissa CPE:n ilmeneminen olisi katsottava ISA-viruksen mahdolliseksi indi-
kaatioksi.

Jos néytteet ovat lahtoisin IPN-vapaiksi katsotuista tuotantoyksikoistd, inokulaatteja ei tarvitse kasitelld
I[PN-viruksen antiseerumilla.

.2 Soluviljelmien inokulaatio

.2.1

SHK-1-soluja (pasaasi 80. tai pienempi) tai TO-soluja viljellddn 12- tai 24-kuoppaisella soluviljelylevylld
L-15-clatusaineessa, joka sisiltdd 5 % fetaalivasikan seerumia (FBS), 2 % (v/v) 200 mM L-glutamiinia ja
0,08 % (v/v) 50 mM 2-merkaptoetanolia. Muitakin solulinjoja voidaan kiyttdd, jos niiden on osoitettu
olevan tehokkaita ja herkkid ISA-viruksen eristyksessd. Talloin on my6s otettava huomioon kantojen
vaihtelu ja niiden replikoitumiskyvyn vaihtelu eri solulinjoissa. Tuoreeseen aktiivisessa kasvuvaiheessa
olevaan soluviljelmikuoppaan inokuloidaan antiseerumilla kisiteltyd elinsuspensiota siten, ettd elatu-
saineen lopullinen laimennussuhde on 1:1 000. Kustakin elinsuspensiosta inokuloidaan 40 pl yhteen
kuoppaan, joka sisiltdd 2 ml elatusainetta. Ristikontaminaatioriskin minimoimiseksi suositellaan, ettd
kultakin viljelylaitokselta tulleille naytteille kdytetddn omia erillisid 12- tai 24-kuoppalevyja.
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1.3

1I1.4

IL5

11.2.2

1L.2.3

Yksi negatiivista kontrolliseerumia sisaltavd levy jitetddn inokuloimatta. Positiivista kontrolliseerumia
sisltava toinen levy inokuloidaaan ISA-viruksen vertailuisolaatilla seuraavasti: Ensimmadiseen kuoppaan
inokuloidaan 100 pl ISA-viruksen kantaliuosta (vahimmidistitteri 107 TCID, ml") ja sekoitetaan hyvin.
Titd liuosta siirretddn ensimmadisestd kuopasta yksi tilavuusyksikko toiseen kuoppaan, jotta saadaan
laimennussuhde 1:10, ja sckoitetaan hyvin. Titd menettelyd toistetaan levyn pddhin asti, jolloin
saadaan kuusi 10-kertaista laimennosta. ISA-viruksen kantaliuosta voidaan siilyttdd — 80 °C:n limpoti-
lassa ainakin 2 vuoden ajan, mutta sulatuksen jilkeen se on kaytettivd 3 piivin kuluessa. Huomautus:
Tutkittavat levyt on pidettiva erillddn positiivisesta kontrolliseerumista ristikontaminaation estamiseksi.
Taman vuoksi positiiviset kontrolliseerumit on valmistettava ja niitd on kasiteltivi erilldan tutkittavista

levyista.

Naytteitd inkuboidaan 14 + 2 °C:n limpatilassa enintddn 15 pdivan ajan.

Mikroskopointi

Soluviljelmdt on tarkastettava mikroskoopilla CPE:n havaitsemiseksi kaksi kertaa, 5.—7. pdivind ja 12.—14.
pdivand inokulaatiosta. Jos jossakin yhteisndytteessd nikyy merkkejd CPE:sté, viruksen tunnistamismenettelyt
on aloitettava valittomasti ([I1.6 osa). Jos CPE:td ei havaita 14 pdivin inokulaation jilkeen, on suoritettava
hemadsorptiokoe (II.4 osa).

Hemadsorptio

ISA-viruksen replikaatio soluviljelmissi ei aina johda CPE-muutoksiin. Tamin vuoksi jokaisesta kuopasta on
tehtdvd hemadsorptiokoe jdljempéni kuvatulla tavalla tai vaihtoehtoisesti jokaisesta kuopasta tehdddn immu-
nofluoresenssikoe I11.6.1 osassa kuvatulla tavalla.

111.4.1

111.4.2

Kukin kuoppa, positiivista ja negatiivista kontrolliseerumia sisdltavit kuopat mukaan lukien, tyhjen-
netadn soluviljelyssd kdytetystd elatusaineesta, joka siirretddn etiketilld varustettuihin steriileihin
putkiin. Jokaiseen kuoppaan lisitdian 500 pl 0,2-prosenttista (v/v) kaniinin tai hevosen pestyjd punaso-
luja sisdltdvdd suspensiota tai 0,05-prosenttista (v[v) kirjolohen tai merilohen pestyja punasoluja
sisdltdvdd suspensiota, ja niitd inkuboidaan huoneenlimmossd 45 minuutin ajan. Punasolut poistetaan,
ja jokainen kuoppa pestddn kaksi kertaa L-15-elatusaineella. Jokaista kuoppaa tutkitaan mikroskoo-
pilla.

Jos SHK-1- tai TO-solujen pintaan on kiinnittynyt punasolukertymid, titdi on pidettavd alustavasti
ortomyksovirusinfektiona. Jos hemadsorptiokoe on positiivinen, viruksen tunnistamistesti on tehtdvé
vilittomasti (I11.6 osa).

Jatkoviljely

IL5.1

11.5.2

1L5.3

Jatkoviljely aloitetaan 13.—15. paiviana viruseristyksen alkamisesta. Aktiivisessa kasvuvaiheessa olevaan
SHK-1-solukkoon 12-kuoppalevylld lisitdan 225 pl viljelmdstd saatua supernatanttia, ja sitd inkuboi-
daan 14 £ 2°Cn lampotilassa enintddn 18 pdivin ajan. Soluviljelmistd tutkitaan CPE-muutoksia
mikroskoopilla kahdesti, ensin 5—7 pdivin kuluttua inokulaatiosta ja sitten 14—18 péivin kuluttua
inokulaatiosta. Jos yhdessikin yhteisndytteessi on CPE-muutoksia, viruksen tunnistamismenettelyt on
aloitettava valittomasti (II.6 osa). Jos CPE-muutoksia ei havaita 14—18 péivin kuluttua, on tehtivi
hemadsorptiokoe (.4 osa).

Jos sytotoksisuutta esiintyy ensimmadisten seitsemdn pdivin sisilld inkubaatiosta, jatkoviljely on tehtdva
tdssd vaiheessa ja soluja on inkuboitava 14—18 piivéd, jatkoviljeltivd uudelleen ja inkuboitava taas
14—18 piivid. Jos sytotoksisuutta esiintyy seitsemannen paivan jalkeen, jatkoviljely suoritetaan kerran
ja solujen inkubointia jatketaan, kunnes ensimmidisestd inokulaatiosta on kulunut kaikkiaan 28—36
padivéd.

Jos primaariviljelméssd tapahtuu bakteerikontaminaatio, testi on aloitettava uudelleen kiyttden
-80°C:n limpoétilassa silytettyd kudoshomogenaattia. Ennen inokulaatiota kudoshomogenaattia
sentrifugoidaan (4000 x g) 30 minuutin ajan 0—6 °C:n limpétilassa ja supernatantti suodatetaan
(0,22 pm:n suodatin). Jos jatkoviljelyvaiheen aikana tapahtuu bakteerikontaminaatiota, supernatantti
suodatetaan (0,22 pm:n suodatin) ja inokuloidaan tuoreisiin soluihin; lisdksi sitd inkuboidaan vield
14—18 piivin ajan.
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IIL.6

Viruksen tunnistustestit

Jos jossain soluviljelyn vaiheessa todetaan CPE:n muodostumista tai jos hemadsorptiokoe on positiivinen, on
suoritettava viruksen tunnistaminen. ISA-viruksen ensisijaisia tunnistusmenetelmid ovat IF-menetelma (IIL.6.1
osa) ja RT-PCR-menetelmd (IV osa). Jos niytteessd epiillidn olevan muitakin viruksia, on suositeltavaa tehda
lisitestejd virusten tunnistamiseksi. Jos testeissd ei ole tunnistettu virusta varmuudella viikon kuluessa, super-
natantti on toimitettava kansalliseen vertailulaboratorioon tai EU:n kalatauteja tutkivaan vertailulaboratorioon
valitontd tunnistusta varten.

[.6.1 Immunofluoresenssi (IF)

II1.6.1.1 SHK-1-soluja (pasaasi 80. tai pienempi) tai TO-soluja viljellddn 24- tai 96-kuoppalevylld L-
15-clatusaineessa, joka sisaltdd 5 % fetaalivasikan seerumia (FBS), 2 % (v/v) 200 mM L-gluta-
miinia ja 0,08 % (v/v) 50 mM 2-merkaptoetanolia. Viljelmat kdytetddn, kun solut peittavat
vihintddn 50 prosenttia viljelypinta-alasta. Muitakin solulinjoja tai elatusaineita voidaan
kéyttad, jos niiden on osoitettu olevan tarkoitukseen sopivia. Viljelmastd lisitddn kahteen
rinnakkaiseen kuoppaan 225 pl mahdollisesti virusta sisdltdvdd supernatanttia, sekoitetaan ja
siirretddn 225 ul kahteen uuteen kuoppaan (1:5-laimennos). Kaksi muuta kuoppaa jitetdin
inokuloimatta ja niitd kdytetddn kontrolleina. Eri kalanviljelylaitosten néytteitd ja viruskon-
trollindytteitd on kasiteltava erillisilld levyilld. Viruskontrollina kaytetdin ISAV-vertailuiso-
laattia.

II1.6.1.2 Levyjd inkuboidaan 14 + 2 °C:ssa ja niitd tarkastellaan mikroskoopilla enintddn 7 pdivin ajan.
Kun havaitaan varhaisia CPE-muutoksia tai jos CPE-muutoksia ei havaita 7 pdivin aikana,
néytteet kiinnitetddn. Kuopat pestddn fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS) ja kiinni-
tetddn inkuboimalla niitd 80-prosenttisessa asetonissa 20 minuutin ajan huoneenlimmaossi.
Levyjen annetaan kuivua, jonka jilkeen ne on vérjattivd valittomdsti tai niitd on siilytettavd
0—6 °C:ssa enintddn 24 tunnin ajan ennen vérjdysta.

II1.6.1.3 Rinnakkaiskuopat virjitddn ISAV:n monoklonaalisella vasta-aineella 3H6F8 tai muulla mono-
klonaalisella vasta-aineella, jonka teho ja spesifisyys on osoitettu, laimennetaan PBS:ddn ja
inkuboidaan 37 £ 4 °C:ssa 30 minuutin ajan. Monoklonaalinen vasta-aine poistetaan, ja levyt
pestddn kolme kertaa PBS:la, johon on lisitty 0,05 % Tween 20:td. Jokaiseen kuoppaan
lisitdan PBS:ddn laimennettua anti-hiiri-IgG-FITC-konjugaattia, ja niitd inkuboidaan
37 £ 4 °Cissa 30 minuutin ajan. Huomautus: monoklonaalisten vasta-aineiden ja FITC-konju-
gaatin eri erien laimennokset on optimoitava jokaisessa laboratoriossa erikseen. Vasta-aine
poistetaan, ja levyt pestddn kolme kertaa PBS:lla, johon on lisitty 0,05 % Tween 20:ti.

II1.6.1.4 Kuoppia tarkastellaan valittomasti kddnteisfluoresenssimikroskoopilla, joka on varustettu
FITC:n virittymiseen sopivalla suotimella. Jos fluoresoivia soluja havaitaan, testin tulosta
pidetddn positiivisena. Testi on luotettava, jos positiiviset kontrollit ovat positiivisia ja negatii-
viset kontrollit negatiivisia.

IV Niytteiden tutkiminen rt-pcr -menetelmiilli

V.1

Tissi jaksossa kuvataan menettelyjd, joita tarvitaan kalan kudoksesta tai ISA-virusviljelmdstd tehtdvissi ISA-virus-
genomin segmentin 8 osan PCR-monistuksessa.

IV.1.1 RNA:n eristiminen

a) Jokaisesta niytteestd poistetaan RNAlater. Jokaiseen putkeen lisitddn 1 ml DEPC-kasiteltyd dH,O:ta
ja putkia sentrifugoidaan (13 000 rpm) 5 minuutin ajan 0—6 °C:ssa.

b) Putkista poistetaan supernatantti. 800 pl TRIzolia (Invitrogen) tai muuta teholtaan yhtd hyviksi tai
paremmaksi osoitettua reagenssia lisitadn néytteisiin sekd kontrolliputkeen, joka sisdltdd sopivaa
kontrollimateriaalia (400 pl dH,O:ta tai munuaishomogenaattia, joka on perdisin taudinaiheutta-
jista vapaaksi mddritellystd kalasta). Kudokset hajotetaan tarvittacssa pumppaamalla varovasti
suspensiota pipettiin ja ulos. Putkia inkuboidaan huoneenlimméssd 5 minuutin ajan. Jokaiseen
putkeen lisitdan 160 pl kloroformia ja putkia ravistellaan voimakkaasti 3 minuutin ajan, minkd
jalkeen niitd sentrifugoidaan (13 000 rpm) 15 minuutin ajan 0—6 °C:ssa.

¢) Vesipitoinen ylempi kerros siirretddn etiketilldi varustettuun 1,5 mln mikrofugiputkeen, joka
sisaltdad 500 pl isopropanolia. Putkia inkuboidaan 10 minuutin ajan huoneenlimmossd, minkd
jalkeen niitd sentrifugoidaan (6 500 rpm) 15 minuutin ajan 0—6 °C:ssa.
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IV.1.2

IV.1.3

IV.1.4

IV.1.5

d) Supernatantti poistetaan, ja 1 ml 75 % etanolia lisitidan RNA-pellettiin. Tdmin jilkeen putkia
sentrifugoidaan (6 500 rpm) 5 minuutin ajan 0—6 °C:ssa.

€) Supernatantti poistetaan ja putkia pidetddn avonaisina noin 3 minuutin ajan, jotta kaikki etanoli
haihtuisi. Pelletin resuspensoimiseksi lisitdin 15 pl DEPC-kisiteltyd dH2O:ta ja putkia vorteksoi-
daan tarvittaessa lyhyen aikaa.

f) RNA-pitoisuus ja niytteiden puhtaus lasketaan spektrofotometrin avulla. Optinen tiheys mitataan
aallonpituuksilla 260 ja 280 nm.

g) Vilittomasti (saman péivdn aikana) kdytettdvdd RNA:ta voidaan viliaikaisesti siilyttdd 0—6 °Cissa.
Myo6hemmin kaytettavad RNA:ta on sdilytettava — 80 °C:ssa.

RT

a) DEPC-Kisiteltyyn dH2O:hon laimennetaan 2 pg RNA:ta 1,5 mlin mikrofugiputkissa. Jos néytteen
RNA-pitoisuus on niin pieni, ettei RT-reaktioon saada 2 pg:a, on kiytettdvd suurinta saatavaa
RNA-mdardi. Laimennettua RNA:ta inkuboidaan 55—60 °C:ssa 10 minuutin ajan.

Ao

Taman jilkeen RNA:ta sisdltavit putket asetetaan jdihin ja lisitddn RT-reagenssit, jotta loppupitoi-
suuksiksi saadaan 1 x puskuri, 1 mM deoksinukleotiditrifosfaatteja (ANTP), 100 ng satunnaisia
kuuden emiksen alukkeita, 20 U RNaasi-inhibiittoria ja 200 U MMLV-RT:td 20 pl:n kokonaistila-
vuudessa.

Putkia inkuboidaan 37 °C:ssa yhden tunnin ajan.

o

d) ¢DNA siilytetddn 0—6 °Cissa, kunnes sitd tarvitaan, ja se on kdytettdvd PCR-analysiin mahdolli-
simman nopeasti.

PCR

a) Lisdtdan 45 pl:aan PCR-seosta 5 pl cDNA:ta, jotta loppupitoisuuksiksi saadaan 1 x puskuri, 1,5 mM
MgCl,:ta, 0,2 mM kutakin dNTP:t4, 25 pmol kumpaakin aluketta ja 1 U Taq-polymeraasia. Aluk-
keet ovat ISA+ (5'-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3') (koodaavan suunnan aluke) ja ISA-
(5'-GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3') (vastakkaisen suunnan aluke). Eristimis-, RT- ja PCR-
vaiheille on oltava negatiiviset kontrollit.

b) Putket asetetaan monistuslaitteeseen, joka on ensin siidetty 94 °C:een 5 minuutiksi ja sitten 35
syklin ajaksi 94 °C:een yhdeksi minuutiksi, 55 °C:een yhdeksi minuutiksi ja 72 °C:een yhdeksi
minuutiksi ja loppuinkubointiin 72 °C:een 5 minuutiksi.

¢) PCRin tulokset arvioidaan etidiumbromidilla virjitystd 2-prosenttisesta agaroosigeelistd elektrofo-
reesiajon jilkeen. Samaan elektroforeesiajoon pipetoidaan niytteiden rinnalle molekyylikokostan-
dardit sekd RT- ja PCR-vaiheiden negatiiviset kontrollit. Jos tuottecksi saadaan yksi 155 emisparin
PCR-tuote, sitd tulee pitdd osoituksena ISA-viruksen RNA:n esiintymisestd. Naytteiden, jotka
sisdltavit myos yhden 310 emdsparin tuotteen, katsotaan myds sisdltdvan ISA-viruksen RNA:ta.
Niytteet, joista saadaan useita PCR-tuotteita ja vihintddn yksi noin 155 emisparin tuote, saattavat
sisdltdd ISA-viruksen RNA:ta. Niille néytteille voidaan tehdi lisitutkimuksia DNA-koettimien tai
nukleotidisekvenssoinnin avulla.

Kudosviljelmidssid eristetyn ISAV:n varmistaminen PCR:114

Jos kudosniytteiden virologisessa tutkimuksessa on havaittu tdydellinen CPE-muutos SHK-1-solukossa,
kuopasta siirretddn 400 pl supernatanttia steriiliin 1,5 mln putkeen. RNA eristetddn ndytteestd IIL.1
osassa kuvatulla tavalla ja suoritetaan RT-PCR. Jos kdytetddn viljelmid, joissa ei ole ilmennyt taydellistd
CPE:td, supernatantti poistetaan ja solut kaavitaan kuopan tai pullon seindmistd ja asetetaan steriiliin
1,5 mln putkeen RNA:n eristimistd ja RT-PCR-analyysid varten.

PCR-tuotteiden varmistaminen DNA-koettimella

a) 155 emdsparia sisdltdvin PCR-tuotteen spesifisyys voidaan arvioida kdyttimalld koettimena oligo-
nukleotidia, joka hybridisoituu PCR-tuotteen alueelle alukkeiden vilissi. PCR-tuotteet ajetaan elek-
troforeesilla 1-prosenttisessa agaroosigeelissi molekyylipainostandardien, positiivisen kontrollin ja
RT- ja PCR-vaiheiden negatiivisten kontrollien kanssa.
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b) DNA siirretddn membraanille Southern blot -menetelmaa kidyttden, ja leimattu oligonukleotidi (5'-
CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGA AGGTG-3") inkuboidaan membraanin kanssa asianmu-
kaisten prehybridisaatiovaiheiden jilkeen.

¢) Sitoutumaton ja epaspesifisesti sitoutunut koetin pestddn kalvolta ja sitoutunut koetin visualisoi-
daan.

d) 155 emdsparin fragmenttiin (ja mahdolliseen 310 emisparin fragmenttiin) sitoutunutta koetinta on
pidettdva osoituksena PCR:n spesifisyydestd ja ndytteessd olevasta ISA-viruksen RNA:sta.

PCR-tuotteiden nukleotidisekvensointi

PCR:n spesifisyys voidaan arvioida tutkimalla 155 emdasparin PCR-tuotteen nukleotidisekvenssi.
a) PCR-tuote puhdistetaan agaroosigeelisti tai liuoksesta.

b) Fragmentti sekvensoidaan samoilla alukkeilla, joita kdytettiin PCR-analyysissd, tai vektorialukkeilla,
jos fragmentti kloonattiin vektoriin ennen sekvensointia.

¢) Nukleotidisekvenssid on verrattava ISA-virussegmentin 8 nukleotidisekvensseihin, jotka ovat saata-
villa EMBL:n nukleotidisekvenssitietokannassa (tunnusnumerot Y10404, AJ012285 ja AJ242016).

d) ISA-virussegmentin 8 sekvenssid vastaavan segmentin l0ytyminen osoittaa, ettd ndytteessd on ISA-
viruksen RNA:ta.

V  Munuaisniytteiden tutkimus IFAT-menetelmilld

V.1

V.2

V.3

IFAT-menetelmalld suoritettavaan munuaisndytteiden tutkimukseen on vahvistettu seuraava menettely

Munuaisndytteiden valmistelu ja varjdys

V.2.1 Objektilasit kiinnitetddn asetonissa tai metanoli-asetoniseoksessa (1:1) 3 minuuttia ja kuivataan ilmassa.

Ennen virjdystd jokaista objektilasia on tarkasteltava ja ympyroitivi siitd tarvittavat alueet ImmEdge™-
kynilld (tai vastaavalla) ja annettava kuivua. Tdmin jilkeen objektilasit upotetaan estoliuokseen (6 %
rasvatonta maitoa PBS:ssid, joka sisdltdd 0,2 % Tween 20:td) ja inkuboidaan kevyessd heilutuksessa 30
minuuttia huoneenlimmossa. Jokainen objektilasi valutetaan ja asetetaan horisontaalisesti objektilasiko-
teloon, jossa on markd paperipyyhe kosteuden silyttamiseksi.

V.2.2 Jokainen niyte peitetidn ISAV:n monoklonaalista vasta-ainetta 3H6F8 (tai muuta vasta-ainetta, jonka

teho ja spesifisyys on osoitettu) sisaltavalld liuoksella, minka jilkeen objektilasikotelo suljetaan ja sitd
inkuboidaan heilutuksessa 60 minuuttia huoneenlimmaossd. Yleensd vasta-aine laimennetaan suhteessa
1:10 —> 1:100 1-prosenttiseen rasvattomaan maitoon, mutta tarvittava laimennos on madiritettiva
erdkohtaisesti. Objektilasit pestddn kolme kertaa 2 minuuttia kerrallaan PBS:ssd, joka sisdltdd 0,1 %
Tween 20:ti. Jokainen néyte peitetddn liuoksella, joka sisiltdd FITC-konjugoitua vuohen anti-hiiri-vasta-
ainetta laimennettuna 1-prosenttiseen rasvattomaan maitoon suhteessa 1:1 000, ja inkuboidaan
kosteassa 60 minuuttia huoneenlimmaossi. Objektilasit pestidn kolme kertaa 2 minuuttia kerrallaan
PBS:ssd, joka sisdltdd 0,1 % Tween 20:td. Jokainen objektilasi peitataan Citifluor™-liuoksella (500 pl
Citifluor™:aa sekoitettuna 1,5 ml:aan PBS:ddn valmistettua 0,1 % (v/v) Tween 20:td) tai muulla sopi-
valla peittausaineella 10 minuutiksi. Objektilasit pestddn 3 kertaa PBS:ssd, joka sisiltdd 0,1 % Tween
20:td. Jos vastavdrjdys on tarpeen, jokainen niyte voidaan peittdd propidiumjodidilla (0,01 mg/ml)
PBS:ssd, joka sisdltdd 0,1 % Tween 20:t, ja niitd voidaan inkuboida 3 minuuttia huoneenlimmossa.
Objektilasit pestddn kolme kertaa 2 minuuttia kerrallaan PBS:ssd, joka sisaltdd 0,1 % Tween 20:td.
Objektilasit valutetaan ja peitataan Citifluor™-liuoksella tai muulla sopivalla peittausaineella. Objekti-
lasit sdilytetddn pimedssd 4 °C:ssa ennen mikroskopointia.

Tutkiminen fluoresenssimikroskopialla

Jokainen objektilasi tutkitaan fluoresenssimikroskoopilla kédyttden fluoreseiini-isotiosyanaatille sopivaa
suodinta etsien sille tunnusomaista vihredd fluoresenssia. Kaikki ImmEdge™-kynalld ympyroityjen alueiden
sisdlld olevat kentdt on tutkittava 10- ja 20-kertaisella objektiivilla ja epailyn herittavit alueet (vihrednd fluo-
resoivat alueet) on tutkittava tarkemmin 40-kertaisella objektiivilla ja faasikontrasti/fluoresenssivalaistuksella
varmistukseksi siitd, ettd fluoresenssi tulee soluista. Epdilyd herittivien alueiden paikkakoordinaatit kirjataan
ylos, jotta fluoresenssin luonne voidaan myohemmin varmentaa toisen tutkijan suorittamalla tutkimuksella.
Ensimmaisen tutkijan suorittaman tutkimuksen jdlkeen toisen henkilon on tutkittava uudelleen positiiviset ja
epdilyd herittavit objektilasit tulosten varmentamiseksi.
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VI

VI
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V.4

V.5

Kontrollit

V.4.1 Jokaisessa IFAT-tutkimusta varten virjityssd objektilasierdssi on oltava seuraavat kontrollit:
— infektoitumattomasta merilohesta saatu munuaisnéyte (negatiivinen kontrolli),
— infektoitumaton SHK-1-soluviljelmi tai muu vastaava soluviljelmd (negatiivinen kontrolli),

— ISA-viruksen infektoima SHK-1-soluviljelmé tai muu vastaava soluviljelmi (positiivinen kontrolli).

V.4.2 On suositeltavaa kdyttad ISA-viruksen infektoimasta merilohesta saatua munuaisndytettd (jos sellainen
on saatavilla) toisena positiivisena kontrollina.

V.4.3 Jos mistd tahansa negatiivisesta kontrollista saadaan positiivinen tulos, testid pidetddn epévalidina kaik-
kien kyseisen erdn objektilasien osalta. Jos kaikki erdn objektilasit, positiiviset kontrollit mukaan lukien,
ovat negatiivisia, testid pidetddn epavalidina kaikkien kyseisen erdn objektilasien osalta. Jos kontrollien
epdonnistuminen tekee objektilasierdstd epdvalidin, objektilasit on havitettdvd ja tutkimus on suoritet-
tava uudelleen rinnakkaisndytteista.

Muiden kudosten tutkiminen

Tatd menetelmdd voidaan soveltaa kalan muihin kudoksiin kuten maksa-, perna- ja syddnkudoksiin, jos objek-
tilasille saadaan riittdvd médrd endoteelisoluja, leukosyyttejd tai lymfosyyttejd. Virjdysmenetelmd pysyy
samana kaikille kudoksille, vaikka joidenkin kudosten kohdalla on suositeltavaa jittdd pois propidiumjodi-
divarjdys ja kdyttdd ndytteen solutyyppien tunnistukseen vain faasikontrastivalaistusta.

Histologia

Parafiinileikkeet leikataan 5 pm:n paksuisiksi ja vérjatdan hematoksyliinilld ja eosiinilla. ISA-tautiin liittyvit histolo-
giset muutokset on kuvattu OIE:n vesieldintautien taudinmdarityksen késikirjan (OIE Diagnostic Manual for Aquatic
Animal Diseases) uusimmassa painoksessa.

Kirjainsanat ja lyhenteet

cDNA komplementaarinen deoksiribonukleiinihappo
CPE sytopaattinen vaikutus

DEPC dietyylipyrokarbonaatti

dNTP deoksinukleotiditrifosfaatti

FITC fluoreseiini-isotiosyanaatti

IF immunofluoresenssi

IFAT epasuora fluoresenssivasta-ainetesti

OIE Maailman eldintautijirjestd

IPN(V) tarttuva haimakuoliotauti (virus)

ISA(V) lohen tarttuva anemia (virus)

PBS fosfaattipuskuroitu suolaliuos

RNA ribonukleiinihappo

RT-PCR kddnteiskopioijapolymeraasiketjureaktio
SHK-1 lohen munuaisen etuosan solut

TCID;, 50 prosenttia soluviljelmistd infektoiva annos.



