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ODLUKA KOMISIJE
od 22. veljace 2001.

o utvrdivanju planova uzorkovanja i dijagnostickih metoda za otkrivanje i potvrdivanje odredenih
bolesti riba i stavljanju izvan snage Odluke 92/532/EEZ

(priopéena pod brojem dokumenta C(2001) 426)

(Tekst znacajan za EGP)

(2001/183[EZ)

KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA,
uzimajuéi u obzir Ugovor o osnivanju Europske zajednice,

uzimajuéi u obzir Direktivu Vijea 91/67/EEZ od 28. sije¢nja
1991. o uvjetima zdravlja Zivotinja kojima se ureduje stavljanje
na trziSte Zivotinja akvakulture i njihovih proizvoda ('), kako je
zadnje izmijenjena Direktivom 98/45/EZ (%), a posebno njezin
¢lanak 15.,

buduéi da:

(1)  Odlukom Komisije 92/532/EEZ (%), kako je izmijenjena
Odlukom Komisije 96/240[EZ (*), utvrdeni su planovi
uzorkovanja i dijagnosticke metode za otkrivanje i potvr-
divanje odredenih bolesti riba.

(2)  Od vremena donosenja Odluke 92/532/EEZ doslo je do
novih prakti¢nih i znanstvenih spoznaja te do izmjene
Direktive 91/67/EEZ. Zbog toga je potrebno aZurirati
planove uzorkovanja i dijagnosticke metode.

(3)  To se azuriranje odnosi na ispitivanje i identifikaciju
virusa koji uzrokuju virusnu hemoragijsku septikemiju
(VHS) i zaraznu hematopoetsku nekrozu (ZHN) te na
promjene u skladu sa zadnjim izmjenama Direktive
91/67[EEZ.

(4)  Obavljeno je savjetovanje s referentnim laboratorijem
Zajednice za bolesti riba, koji je osnovan Direktivom
Vijeca 93/53/EEZ (¥).

! L 46, 19.2.1991,, str. 1.

() SL
() SL L 189, 3.7.1998., str. 12.
() SL L 337, 21.11.1992,, str. 18.
(4 SL L79, 29.3.1996., str. 19.
() SL L 175, 19.7.1993., str. 23.

(5)  Radi jasnoce treba staviti izvan snage planove uzorko-
vanja i dijagnosticke metode za otkrivanje i potvrdivanje
odredenih bolesti riba, koji su uvedeni Odlukom
92/532[EEZ.

(6)  Mijere predvidene ovom Odlukom u skladu su s mislje-
njem Stalnog veterinarskog odbora,

DONIJELA JE OVU ODLUKU:

Clanak 1.

Planovi uzorkovanja i dijagnosticke metode za otkrivanje i
potvrdivanje prisutnosti virusne hemoragijske septikemije
(VHS) i zarazne hematopoetske nekroze (ZHN) utvrdeni su u
Prilogu.

Clanak 2.
Ovom se Odlukom stavlja izvan snage Odluka 92/532/EEZ.

Clanak 3.

Ova je Odluka upudena drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 22. veljace 2001.

Za Komisiju
David BYRNE
Clan Komisije
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PRILOG

PLANOVI UZORKOVANJA 1 DI}AGNOSTIéKE METODE ZA OTKRIVANJE I POTVRDIVANJE VIRUSNE
HEMORAGIJSKE SEPTIKEMIJE (VHS) I ZARAZNE HEMATOPOETSKE NEKROZE (ZHN)

UvoD
Ovaj Prilog:

(a) propisuje smjernice i minimalne zahtjeve u vezi s planovima uzorkovanja i dijagnostickim metodama za otkrivanje i
potvrdivanje prisutnosti virusne hemoragijske septikemije (VHS) i zarazne hematopoetske nekroze (ZHN);

(b) ukljucuje odredbe Priloga B i C Direktivi 91/67/EEZ za odobravanje i odrZavanje statusa zona i uzgajalista u
neodobrenim zonama;

(0) odreduje odredbe ciji je cilj pravilna dijagnoza VHS-a i ZHN-a te sluzbeno priznavanje statusa zona i uzgajalista u
neodobrenim zonama u skladu s clancima 5. i 6. Direktive 91/67/EEZ;

(d) namijenjen je tijelima koja su nadlezna za nadzor VHS-a i ZHN-a te laboratorijskom osoblju koje provodi testiranja
vezana uz te bolesti. U skladu s tim, naglasak je stavljen na postupke uzorkovanja, nacela te primjenu laboratorijskih
testova i procjena njihovih rezultata kao i na podrobne laboratorijske tehnike. Prema potrebi, laboratoriji mogu unijeti
izmjene u testove opisane u ovom Prilogu ili koristiti drukcije testove, pod uvjetom da se moZze dokazati jednaka
osjetljivost i specifi¢nost.

Dio L ukljucuje planove uzorkovanja i dijagnosticke metode za nadziranje VHS-a i ZHN-a kako bi se postigao i zadrzao
status odobrene zone ili status odobrenog uzgajalista u neodobrenoj zoni.

U dijelu 1I. opisuju se dijagnosticki postupci za potvrdivanje VHS-a i ZHN-a u slucaju sumnje.

U dijelu III. utvrduju se kriteriji i smjernice za provedbu programa sluzbenih zdravstvenih pregleda kojim se potvrduje
odsutnost VHS-a ifili ZHN-a u proslosti.

U dijelu IV. daju se preporuke za postupak titracije virusa VHS-a i ZHN-a kako bi se provjerila osjetljivost stani¢nih
kultura na infekciju.

Akronimi i kratice navedeni su u dijelu V.

DIO L

Planovi uzorkovanja i dijagnosticke metode za nadzor VHS-a i ZHN-a radi postizanja i zadrZavanja statusa
odobrene zone ili uzgajalista u neodobrenoj zoni

L. Pregledi i uzorkovanje

1. Opée odredbe o klinickim zdravstvenim pregledima, sakupljanju i odabiru uzoraka za nadziranje zona ili uzgajalista u neodobrenim
zonama radi postizanja ili zadrZavanja statusa odobrene zone ili uzgajalista s obzirom na VHS ifili ZHN

U tablicama 1A, 1B i 1C daje se saZeti prikaz klinickih zdravstvenih pregleda i uzorkovanja tkiva riba ifili ovarijalne
tekudine koji moraju biti provedeni u zonama ili uzgajalistima u neodobrenim zonama kako bi se postigao ili zadrzao
status odobrene zone ili uzgajaliSta s obzirom na VHS i ZHN u skladu s Prilozima B i C Direktivi 91/67[EEZ. Daljnji
podaci navedeni su u dijelovima L12. do L1.4. Tablice 1A i 1B ne primjenjuju se na nova uzgajalista i uzgajalista koja
ponovo zapocinju svoju djelatnost s ribama, ikrom ili gametama iz odobrene zone ili odobrenog uzgajalista smje-
Stenog u neodobrenoj zoni, pod uvjetom da udovoljavaju zahtjevima koji su utvrdeni Direktivom 91/67[EEZ, Prilogom
C, dijelom LA.6(a) ili LA.6(b) ili ILA.3(a) ili ILA.3(b).

Klinicki pregledi moraju biti provedeni u razdoblju od listopada do lipnja ili kad je temperatura vode niza od 14 °C. U
onim uzgajalistima u kojima se klinicki pregledi trebaju provesti dva puta godisnje, vremenski razmak izmedu pregleda
mora iznositi najmanje Cetiri mjeseca. Sve se proizvodne jedinice (ribnjaci, bazeni, kavezi itd.) moraju pregledati kako
bi se utvrdila prisutnost uginulih ili oslabljenih riba ili riba s neuobicajenim ponasanjem. Posebnu pozornost treba
obratiti na podrugje ispusta vode gdje se zbog vodene struje obi¢no sakupljaju slabe ribe.
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Ribe za uzorkovanje biraju se na sljede¢i nacin:

— ako su prisutne kalifornijske pastrve, samo ribe te vrste biraju se za uzorkovanje. Ako kalifornijska pastrva nije
prisutna, uzorak se mora sastojati od riba svih drugih prisutnih vrsta prijemljivih na VHS ifili ZHN (kao $to je
navedeno u Prilogu A Direktivi 91/67/EEZ). Navedene vrste moraju biti razmjerno zastupljene u uzorku,

— ako se za proizvodnju riba koristi viSe izvora vode, uzorak se mora sastojati od riba iz svih izvora vode,

— ako su prisutne oslabljene ribe, ribe s neuobicajenim ponaSanjem ili svjeze uginule ribe (koje jo§ nisu u stanju
raspadanja), primarno je potrebno odabrati takve ribe. Ako takve ribe nisu dostupne, odabrane ribe moraju
ukljucivati zdrave ribe normalnog izgleda koje treba sakupiti tako da u uzorku budu razmjerno zastupljeni svi
dijelovi uzgajalista kao i sve dobne kategorije.

2. Posebne odredbe, ukljucujuci sakupljanje uzoraka, za nadziranje zona ili uzgajalista u neodobrenim zonama u svrhu postizanja ili
zadrZavanja odobrenog statusa s obzirom na VHS i/ili ZHN

1. Zona ili uzgajaliste u neodobrenoj zoni koje je pod nadzorom nadleznih sluzbi, moze dobiti status odobrene zone
odnosno uzgajalita s obzirom na VHS ifili ZHN prema jednom od sljede¢ih modela:

(a) Model A — dvogodi$nji program nadziranja

Nakon najmanje dvogodisnje odsutnosti bilo kojeg klinickog ili drugog znaka VHS-a i/ili ZHN-a, sva uzgajalista
u zoni ili bilo koje uzgajaliSte u neodobrenoj zoni, koji ¢e biti odobreni, moraju tijekom dvije godine biti
podvrgnuti klinickom pregledu dva puta godisnje. U tom dvogodisnjem kontrolnom razdoblju koje prethodi
postizanju odobrenog statusa odsutnost klinickih ili drugih znakova VHS-a ifili ZHN-a mora biti stalna i
moraju se prikupljati uzorci za ispitivanje u skladu s tablicom 1.A. Nadalje, uzorci se moraju odabirati,
pripremati i ispitivati kako je opisano u dijelu LI do LIV., a laboratorijska ispitivanja moraju dati negativne
rezultate s obzirom na VHS ifili ZHN; ili

=

Model B — dvogodisnji program nadziranja sa smanjenom veli¢inom uzorka

Nakon provedenog programa sluzbenih zdravstvenih pregleda kojim je dokumentirano odsustvo VHS-a ifili
ZHN-a tijekom najmanje Cetiri prethodne godine, sva uzgajalista u zoni ili bilo koje uzgajaliste u neodobrenoj
zoni, koji e biti odobreni, moraju tijekom dvije godine biti zdravstveno pregledani dva puta godisnje. Tijekom
dvogodisnjeg kontrolnog razdoblja koje prethodi postizanju odobrenog statusa, odsutnost klinickih ili drugih
znakova VHS-a ifili ZHN-a mora biti stalna i moraju se prikupljati uzorci za ispitivanje u skladu s tablicom 1.B.
Nadalje, uzorci se moraju odabrati, pripremati i ispitivati kako je opisano u dijelu LI do LIV., a laboratorijska
ispitivanja moraju dati negativne rezultate s obzirom na VHS ifili ZHN. Da bi nadlezne sluzbe mogle prihvatiti
program zdravstvenih kontrola kojim se dokumentira odsutnost VHS-a ifili ZHN-a, program mora ispunjavati
kriterije i smjernice iz dijela IIL

2. Posebne odredbe za odobrenje novih uzgajalista i uzgajalita koja ponovo zapocinju svoju djelatnost s ribama,
ikrom ili gametama iz odobrene zone ili iz odobrenog uzgajalidta smjestenog u neodobrenoj zoni

Nova uzgajaliSta i uzgajalista koja ponovo zapocinju svoju djelatnost s ribama, ikrom ili gametama iz odobrene
zone ili iz odobrenog uzgajalista smjestenog u neodobrenoj zoni mogu steéi status u skladu s uvjetima utvrdenim
Direktivom 91/67[EEZ, Prilogom C dijelom LA.6.a/b ili dijelom ILA.3.a/b. U skladu s navedenim, na ta se
uzgajalita ne primjenjuju odredbe o uzorkovanju koje su propisane u gore navedenom modelu A i B (dijelovi
[12.1.a i L1L2.1.b).

3. Program nadziranja za odrZavanje odobrenog statusa s obzirom na VHS ifili ZHN

Da bi zona ili uzgajaliste u neodobrenoj zoni zadrzali odobreni status s obzirom na VHS ifili ZHN, pregledi i
uzimanje uzoraka za ispitivanje moraju se provoditi u skladu s tablicom 1C. Uzorci se moraju odabirati, pripremati
i ispitivati kako je opisano u dijelovima LI do LIV., a laboratorijska ispitivanja moraju dati negativne rezultate s
obzirom na uzro¢nike VHS-a i/ili ZHN-a.

3. Pripremanje i slanje uzoraka ribe

Prije slanja ili prijevoza u laboratorij, dijelovi organa koji ¢e se ispitivati moraju biti uklonjeni iz ribe pomocu sterilnog
sekcionog pribora te preneseni u sterilne plasticne epruvete koje sadrze transportni medij tj. medij za stani¢nu kulturu
s 10 % teleceg seruma i antibioticima. Preporuca se kombinacija od 200 IJ penicilina, 200 pg streptomicina i 200 pg
kanamicina po mililitru (ml), ali se mogu koristiti i drugi antibiotici dokazane djelotvornosti. Tkiva za pretragu su
slezena, prednji bubreg i, dodatno, ili srce ili encefalon. U nekim slucajevima mora biti ispitana ovarijalna tekucina
(tablice 1A do Q).
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Ovarijalna tekuéina ili dijelovi organa od najvise 10 riba (tablice 1A do C) mogu se prikupiti u jednu sterilnu epruvetu
koja sadrzi najmanje 4 ml transportnog medija i koja predstavlja jedan skupni uzorak. Tkivo u svakom uzorku treba
teZiti najmanje 0,5 grama (g).

Epruvete treba smjestiti u izolirane posude (npr. polistirenske kutije debelih stijenki) zajedno s dovoljnom koli¢inom
leda ili ulo$cima za frizider koji ¢e osigurati hladenje uzoraka tijekom prijevoza do laboratorija. Treba izbjeci zamr-
zavanje. Temperatura uzorka tijekom prijevoza ne smije biti iznad 10 °C, a pri njegovom prijemu led mora jo$ uvijek
biti prisutan u transportnoj kutiji odnosno jedan ili viSe uloZaka za frizider moraju jo§ uvijek biti djelomicno ili u
cijelosti zamrznuti.

Viroloska pretraga mora zapoceti §to je moguce prije, a najkasnije 48 sati nakon prikupljanja uzoraka. U iznimnim (')
slucajevima viroloske pretrage mogu zapoceti najkasnije unutar 72 sata od prikupljanja materijala, pod uvjetom da je
materijal za pretragu zastien transportnim medijem i da se mogu ispuniti zahtjevi u odnosu na temperaturu tijekom
prijevoza (dio LL3. stavak 3.).

U laboratorij se mogu poslati cijele ribe pod uvjetom da se mogu ispuniti zahtjevi u odnosu na temperaturu tijekom
prijevoza. Cijele ribe mogu biti umotane u upijaju¢i papir i potom poslane u plasti¢nim vre¢icama ohladenim kako je
gore navedeno. Mogu biti poslane i Zive ribe.

Pakiranje i oznacivanje mora biti provedeno u skladu s odgovarajuéim vaze¢im nacionalnim i medunarodnim propi-
sima o prijevozu.

. Prikupljanje dodatnog dijagnostickog materijala

U dogovoru s ukljuc¢enim dijagnostickim laboratorijem mogu se prikupiti i pripremiti za dodatna ispitivanja i druga
tkiva riba.

1. Pripremanje uzoraka za viroloske pretrage

. Zamrzavanje u iznimnim slucajevima

Kada je zbog prakticnih poteskoca (npr. losi vremenski uvjeti, neradni dani, problemi u laboratoriju itd.) nemoguce
nasaditi stanice u roku od 48 sati nakon prikupljanja uzoraka tkiva, uzorci tkiva se mogu zamrznuti u mediju za
stani¢nu kulturu pri temperaturi od — 20 °C ili niZoj, a viroloske pretrage obaviti u roku od 14 dana. Tkivo se moze
zamrznuti i odmrznuti samo jednom prije ispitivanja. Mora se voditi evidencija sa svim podacima o razlozima za
svako zamrzavanje uzoraka tkiva (kao $to je oluja, odumiranje stani¢nih linija itd.).

. Homogenizacija organa

U laboratoriju se tkivo iz epruveta mora potpuno homogenizirati (u homogenizatoru Stomacher, mijesalici ili tarioniku
i tucku sa sterilnim pijeskom) i potom suspendirati u izvornom transportnom mediju.

Ako se uzorak sastoji od cijelih riba kracih od 4 cm, one se moraju usitniti sterilnim $karama ili skalpelom nakon 3to
se ukloni straznji dio tijela iza crijevnog otvora. Ako uzorak ¢ine cijele ribe duzine tijela od 4 do 6 cm, uzima se
utroba ukljuc¢ujudi bubrege. Ako uzorak ¢ine cijele ribe dulje od 6 cm, uzimaju se uzorci tkiva kako je opisano u dijelu
LL3. Uzroke tkiva treba usitniti sterilnim Skarama ili skalpelom, homogenizirati kako je gore opisano i suspendirati u
transportnom mediju.

Konac¢ni omjer tkiva i transportnog medija mora se u laboratoriju postaviti u omjer 1:10.

. Centrifugiranje homogenata

Homogenat se centrifugira na brzini 2 000 do 4 000 x g u trajanju 15 minuta u centrifugi ohladenoj pri 2 do 5 °C te
se supernatant prikuplja i obraduje antibioticima Cetiri sata na 15 °C ili preko noéi na 4 °C; u ovoj fazi moze biti
koristan gentamicin 1 mg/ml.

Ako je uzorak poslan u transportnom mediju (tj. izloZen antibioticima), mozZe se izostaviti obrada supernatanta
antibioticima.

Svrha obrade antibioticima je suzbijanje bakterijske kontaminacije uzorka, tako da nije potrebna filtracija kroz
membranske filtre.

Ako se prikupljeni supernatant pohrani na — 80 °C unutar 48 sati nakon prikupljanja, moze se jo§ samo jednom
ponovo upotrijebiti za viroloske pretrage.

(") U iznimnim slucajevima, npr. ako se ribe uzorkuju u veoma udaljenim podru¢jima i ne mogu se svakodnevno slati.
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Ako je zbog prakticnih poteskoéa (npr. kvar inkubatora, problemi sa stani¢nim kulturama itd.) nemoguée inokulirati
stanice unutar 48 sati od prikupljanja uzoraka tkiva, supernatant se moze zamrznuti na temperaturi od — 80 °C, a
viroloske pretrage obaviti unutar 14 dana.

Prije inokulacije stanica, supernatant se pomijesa s jednakim dijelovima odgovarajuce razrijedenih skupina antiseruma
za lokalne serotipove virusa ZNG te se s njima inkubira najmanje jedan sat na 15 °C ili najviSe 18 sati na 4 °C. Titar
antiseruma mora biti najmanje 1/2 000 s neutralizacijom plaka od 50 % u testu neutralizacije.

Svrha tretiranja svih inokuluma antiserumom za virus ZNG (virus koji se u nekim dijelovima Europe javlja u 50 %
uzoraka ribe) je sprijeciti da se u inokuliranim stani¢nim kulturama razvije citopatogeni ucinak (CPU) zbog virusa
ZNG. To ¢e skratiti trajanje viroloskih pretraga i smanjiti broj slucajeva u kojima bi se pojava CPU-a morala smatrati
potencijalnim znakom prisustva virusa VHS-a ili ZHN-a.

Ako uzorci potje¢u iz proizvodnih jedinica koje se smatraju slobodnim od ZNG-a, moze se izostaviti tretiranje
inokuluma antiserumom za virus ZNG.

1. Viroloske pretrage

. Stanicne kulture i mediji

Stanice BF-2 ili RTG-2 te EPC ili FHM umnoZzavaju se na temperaturi od 20 do 30 °C u odgovarajuéem mediju, npr.
Eaglovom MEM-u (ili njegovim modifikacijama), obogaenom s 10 % fetalnoga govedeg seruma i antibioticima u
standardnim koncentracijama.

Ako se stanice umnoZavaju u zatvorenim posudama, preporucuje se puferiranje medija bikarbonatom. Medij koji se
koristi za kulturu stanica u otvorenim jedinicama moze se puferirati Tris-HCL-om (23 mM) i Na-bikarbonatom
(6 mM). Ph mora biti 7,6 + 0,2.

Stani¢ne kulture koje ¢e se koristiti za inokuliranje s tkivnim materijalom trebaju biti mlade (stare 4 do 48 sati) i pri
inokuliranju moraju aktivno rasti (bez zgrusavanja).

. Inokulacija stanicnih kultura

Suspenzija organa tretirana antibioticima inokulira se u stani¢ne kulture u dva razrjedenja, tj. osnovnom razrjedenju i,
pored toga, njegovom razrjedenju 1:10, $to dovodi do konacnih razrjedenja tkivnog materijala u stani¢noj kulturi
1:100 odnosno 1:1 000 (kako bi se sprijecila homologna interferencija). Moraju se inokulirati najmanje dvije stani¢ne
linjje (vidjeti dio I IIL.1.). Omjer veli¢ine inokuluma i koli¢ine stani¢ne kulture treba biti 1:10.

Za svako razrjedenje i svaku stani¢nu liniju mora se upotrijebiti najmanje oko 2 cm? povrsine stanica, $to odgovara
jednoj jazici na 24-jazi¢noj plitici za stanicnu kulturu. Preporucuje se koristenje plitica za stanicnu kulturu, ali su
prihvatljive i druge jedinice sa slicnim ili veéim povrsinama za rast.

. Inkubacija stanicnih kultura

Inokulirane stani¢ne kulture inkubiraju se 7 do 10 dana pri 15 °C. Ako se boja medija za stani¢nu kulturu promijeni s
crvene u zutu, $to ukazuje na zakiseljenje medija, mora se prilagoditi pH pomocu sterilne otopine bikarbonata ili
istovrijednim tvarima kako bi se osigurala osjetljivost stanica na virusnu infekciju.

Najmanje svakih Sest mjeseci ili ako se sumnja na smanjenu osjetljivost stanica, obavlja se titracija zamrznutih
pohranjenih virusa VHS-a i ZHN-a kako bi se verificirala osjetljivost stani¢nih kultura na infekciju. Preporuceni
postupak opisan je u dijelu IV.

. Mikroskopiranje

Inokulirane stani¢ne kulture moraju se redovito pregledavati (najmanje tri puta tjedno), pri povecanju od 40 do 150
puta, kako bi se provjerilo je li doslo do pojave citopatogenog ucinka (CPU). Ako se opazi ociti citopatogeni u¢inak
(CPU), odmah treba poceti s postupkom identifikacije virusa u skladu s dijelom LIV.

. Supkultiviranje

Ako se nakon primarne inkubacije od 7 do 10 dana ne razvije citopatogeni u¢inak (CPU), provodi se supkultiviranje sa
svjezim stani¢nim kulturama koristenjem povrsine slicne povrSini primarne kulture.

Alikvoti hranjive podloge (supernatant) svih kulturafjazica, koje ¢ine primarnu kulturu, puliraju se prema stani¢noj
liniji 7 do 10 dana nakon inokulacije. Tako dobiveni skupni uzorci inokuliraju se u homologne stani¢ne kulture,
nerazrijedene i razrijedene 1:10 (pri ¢emu se dobiju kona¢na razrijedena supernatanta u omjeru 1:10 odnosno 1:100),
kako je opisano u dijelu LIIL.2. Druga je moguénost da se alikvoti 10 % hranjive podloge koja ¢ini primarnu kulturu
inokuliraju izravno u jazicu sa svjezom stanicnom kulturom (supkultiviranje iz jaZice u jaZicu). Inokulaciji moze
prethoditi predinkubacija razrjedenja s antiserumom za virus IPN u odgovarajuéem razrjedenju kako je opisano u
dijelu LIL3.
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Inokulirane kulture se potom inkubiraju 7 do 10 dana pri 15 °C i promatraju kako je opisano u dijelu LIIL4.

Ako se tijekom prva tri dana inkubacije javi toksi¢ni CPU, u toj se fazi moze se obaviti supkultiviranje, ali se stanice
potom moraju inkubirati sedam dana i ponovo supkultivirati uz dodatnih sedam dana inkubacije. Ako se toksi¢ni CPU
razvije nakon tri dana, stanice se mogu jednom staviti u pasazu i inkubirati dok ne prode ukupno 14 dana od prve
inokulacije. U zadnjih sedam dana inkubacije ne smiju se javiti znaci toksi¢nosti.

Ako unato¢ obradi antibioticima dode do bakterijske kontaminacije, prije supkultivacije treba provesti centrifugiranje
na 2000 do 4000 x g kroz 15 do 30 minuta pri 2 do 5 °C ifili filtriranje supernatanta kroz filtar od 0,45 pm
(membrana s niskom sposobnosu vezivanja proteina). Pored toga, postupak supkultivacije isti je kao i za toksi¢ni
CPU.

IV. Identifikacija virusa

. Testovi za identifikaciju virusa

Ako se u stani¢noj kulturi uoci postojanje CPU-a, medij (supernatant) se sakupi i pretrazi koriStenjem jedne ili vise
sljede¢ih metoda: neutralizacija, IF, ELISA. Ako se ovim testovima ne moZe sa sigurno$¢u identificirati virus u roku od
jednog tjedna, supernatant se mora proslijediti u nacionalni referentni laboratorij ili u referentni laboratorij Europske
unije za bolesti riba kako bi se virus odmah identificirao.

. Neutralizacija

Iz sakupljenog supernatanta uklonite stanice centrifugiranjem (2 000 do 4 000 x g) ili membranskim filtriranjem kroz
filtar s membranom (0,45 pm) s niskom apsorpcijom proteina te razrijedite supernatant 1:100 i 1:10 000 u mediju za
stani¢nu kulturu.

Alikvoti dvaju razrjedenja supernatanta se pomijesaju i odvojeno inkubiraju 60 minuta na 15 °C s jednakim dijelovima
sljedecih reagensa:

— serum koji sadrzi skupinu specifi¢nih protutijela za virus VHS u razrjedenju 1:50 (vol:vol) (1),
— serum koji sadrzi skupinu specifi¢nih protutijela za virus ZHN u razrjedenju 1:50 (vol:vol) (1),
— skupni uzorak antiseruma za lokalne serotipove virusa ZGN u razrjedenju 1:50 (vol:vol) (1),
— sam medij (pozitivna kontrola).

Za svaku mjeSavinu supernatanta i seruma inokuliraju se najmanje dvije stani¢ne kulture svaka s 50 pl te se inkubiraju
pri 15 °C. Razvoj citopatogenog ucinka (CPU) provjerava se kako je opisano u dijelu LIIL4.

Neki sojevi virusa VHS ne reagiraju u neutralizacijskom testu. Takvi se izolati moraju identificirati metodom IF ili
ELISA.

Mogu se primijeniti i drugi neutralizacijski testovi dokazane djelotvornosti.

. IF

Za svaki izolat virusa koji treba identificirati, najmanje osam pokrovnih stakalaca ili njihovih ekvivalenata treba
nasaditi stanicama u gusto¢i tako da se postigne priblizno 60 do 90 %-tna konfluencija 24 sata nakon nasadivanja.
U tu se svthu preporucuju stanice EPC jer one snazno prijanjaju za staklenu povrsinu, ali se mogu koristiti i druge
stani¢ne linije kao §to su BF-2, RTG-2 ili FHM.

Nakon §to se stanice nataloze na staklenu povrsinu (otprilike jedan sat nakon nasadivanja) ili nakon inkubiranja
kultura u razdoblju do 24 sata, inokulira se virus koji treba identificirati. Cetiri kulture se inokuliraju u volumnom
omjeru 1:10, a Cetiri kulture u omjeru 1:1 000. One se potom inkubiraju 20 do 30 sati pri 15 °C.

Nakon inkubacije, kulture se dva puta ispiru u Eagleovom MEM-u bez seruma, fiksiraju u 80 %-tnom ledeno hladnom
acetonu i potom boje dvoslojnim IFAT-om. Prvi sloj reagensa sastoji se od poliklonalnih ili monoklonalnih protutijela
referentne kvalitete. Drugi sloj reagensa je fluorokromom konjugirani antiserum za imunoglobulin koristen u prvom
sloju. Za svaki pretrazivani antiserum mora se obojiti najmanje jedna kultura inokulirana visokom dozom i jedna
kultura inokulirana niskom dozom. U test se moraju ukljuciti i odgovarajue negativne i pozitivne kontrole. Prepo-
rucuju se fluorokromi kao sto su FITC i TRITC.

Na obojene kulture nanesite fiziolosku otopinu s dodatkom glicerola. Pregledajte ih pod ulaznim ultraljubicastim
svjetlom. Koristite okulare s povecanjem od 10 ili 12 puta te objektive s povecanjem od 25 ili 40 puta, s numerickim
otvorima > 0,7 odnosno > 1,3.

Gore opisani postupak imunofluorescencije (IF) naveden je kao primjer. Umjesto njega mogu se koristiti i drugi
postupci imunofluorescencije (s obzirom na stani¢ne kulture, fiksiranje i protutijela referentne kvalitete) dokazane
ucinkovitosti.

(") Ili kako odredi referentni laboratorij s obzirom na mogucu citotoksi¢nost antiseruma.
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4. ELISA

Jazice na mikrotitarskoj plitici obloZe se preko noéi preporucenim razrjedenjima prociséenih frakcija imunoglobulina

protutijela referentne kvalitete.

Nakon ispiranja jazica puferom PBS-Tween-20, u njih se dodaje virus koji treba identificirati, i to u serijama
dvostrukog ili ¢etverostrukog razrjedenja, te se ostavi da reagira s adsorbiranim protutijelom 60 minuta pri 37 °C.
Nakon ispiranja puferom PBS-Tween-20, dodaju se biotinom obiljezena protutijela ¢ija specifiénost odgovara speci-
ficnosti adsorbiranih protutijela te se ostave da reagiraju 60 minuta pri 20 °C. Nakon jo§ jednog ispiranja kao 3to je
gore opisano, dodaje se streptavidin konjugiran s peroksidazom hrena (HRP) te se ostavi da reagira jedan sat pri 20 °C.
Nakon zadnjeg ispiranja, vezani enzim se vizualizira uporabom odgovaraju¢ih supstrata ELISA (OPD ili drugi).

Gore opisana verzija metode ELISA, koja se temelji na primjeni biotina i avidina, navedena je samo kao primjer.
Umjesto nje mogu se koristiti i druge verzije metode ELISA dokazane ucinkovitosti.

TABLICA 1.A

Shema pregleda i uzorkovanja za zone i za uzgajaliSta u neodobrenim zonama za dvogodiSnje kontrolno
razdoblje prije dobivanja odobrenog statusa s obzirom na VHS ifili ZHN

(u skladu s prilozima B i C Direktivi 91/67/EEZ i odredbama dijela 1. ovog Priloga)

Broj klinickih
pregleda na
godinu (dvije

Broj labora-
torijskih
pretraga na
godinu (dvije

Laboratorijsko pretraZivanje na prisutnost virusa ()

Broj riba iz uzgoja

Broj mati¢nih riba

godine) godine) (materijal organa) (ovarijalna tekudina)
Kontinentalne zone i uzgajalista
(a) Uzgajalista s mati¢nim ribama 2 2 120 (prvi pregled) (?) 30 (prvi pregled) ()
150 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajalista samo s mati¢nim 2 1 0 150 (prvi ili drugi
ribama pregled) (%)
() Uzgajalista bez maticnih riba 2 2 150 (prvi i drugi pregled) 0
Obalne zone i uzgajalista
() Uzgajalista s mati¢nim ribama 2 2 120 (prvi pregled) 30 (prvi pregled) (%)
150 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) UzgajalisSta  salmonida  bez 2 2 30 (prvi i drugi 0
mati¢nih riba pregled) (%)
(c) Uzgajalista drugih vrsta osim 2 2 150 (prvi i drugi pregled) 0

salmonida i bez mati¢nih riba

Najvedi broj riba u skupnom uzorku: 10

(") Moze se koristiti i manja veli¢ina uzorka kao $to je navedeno u tablici 1B ako su ispunjeni uvjeti navedeni u dijelu IL.1., L12.1.b. i IIL.

%) Klinicki pregledi.

4

§)
() U iznimnim okolnostima, ako nije moguce dobiti ovarijalnu tekucinu, umjesto nje se mogu uzorkovati organi.
(% Uzorak se ne smije uzeti prije nego proteknu tri tjedna od prijenosa ribe iz slatke u slanu vodu.
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TABLICA 1.B

Shema pregleda i uzorkovanja za dvogodis$nje kontrolno razdoblje prije dobivanja odobrenog statusa s obzirom
na VHS ifili ZHN za zone i uzgajali$ta u neodobrenim zonama za koje je sluzbeno dokumentirano odsustvo ovih
bolesti u proslosti

(u skladu s prilozima B i C Direktivi 91/67/EEZ i odredbama dijela I. i III. ovog Priloga)

Broj klinickih Broj labora- Laboratorijsko pretrazivanje na prisutnost virusa
pregleda na rtotrrl]skﬂ:l
godinu (dvije Ic))deinig?dvie'le Broj riba iz uzgoja Broj mati¢nih riba
godine) 8 godine) ) (materijal organa) (ovarijalna tekucina)
Kontinentalne zone i uzgajalista
(a) Uzgajalista s mati¢nim ribama 2 2 0 (prvi pregled) () 30 (prvi pregled) ()
30 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajalista samo s maticnim 2 1 0 30 (prvi ili drugi
ribama pregled) ()
¢) Uzgajalista bez matic¢nih riba rvi i drugi pregle
gajalista b ¢nih rib 2 2 30 (p drugi pregled 0
Obalne zone i uzgajalista
(a) Uzgajalista s mati¢nim ribama 2 2 0 (prvi pregled) 30 (drugi 30 (prvi pregled) ()
pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajalista  salmonida  bez 2 2 30 (prvi i drugi 0
mati¢nih riba pregled) (%)
(c) Uzgajalista drugih vrsta osim 2 2 30 (prvi i drugi pregled) 0
salmonida i bez mati¢nih riba

Najveci broj riba u skupnom uzorku: 10

(") Klinicki pregledi.

(* U iznimnim okolnostima, ako nije moguce dobiti ovarijalnu tekucinu, umjesto nje se mogu uzorkovati organi.
(}) Uzorak se ne smije uzeti prije nego proteknu tri tjedna od prijenosa ribe iz slatke u slanu vodu.

TABLICA 1.C

Shema pregleda i uzorkovanja za zone i uzgajaliSta u neodobrenim zonama sa svrhom odrZavanja odobrenog
statusa s obzirom na VHS ifili ZHN

(u skladu s prilozima B i C Direktivi 91/67/EEZ i odredbama dijela 1. ovog Priloga)

Broj klinickih pregleda na
godinu (dvije godine)

Broj riba u uzorku za laboratorijsko pretrazivanje (')

Broj riba iz uzgoja
(materijal organa)

Broj mati¢nih riba
(ovarijalna tekucina)

Kontinentalne zone i uzgajalista

(a) Uzgajalista s mati¢nim ribama

20 (prvi ili drugi pregled)

10 (prvi ili drugi
pregled) (3
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Broj riba u uzorku za laboratorijsko pretrazivanje (*)
Broj klinickih pregleda na
godinu (dvije godine) Broj riba iz uzgoja Broj matic¢nih riba
(materijal organa) (ovarijalna tekudina)
zgajaliSta samo s maticnim rvi ili drugi
b) Uzgajalis i¢ni 2 0 30 (prvi ili drugi
ribama pregled) ()
() Uzgajalista bez mati¢nih riba 2 30 0
Obalne zone i uzgajalista
a) UzgajaliSta s mati¢nim ribama 2 20 (prvi ili drugi pregled) 10 (prvi ili drugi
83 p g1 preg p g
pregled) ()
(b) Uzgajalista bez mati¢nih riba 1 30 (%) 0

Najveci broj riba u skupnom uzorku: 10

(") U odobrenim zonama uzorke treba uzimati naizmjence samo u 50 % uzgajaliSta godisnje. U odobrenim uzgajalistima smjeStenim u
neodobrenim zonama uzorci se uzimaju svake godine.

(3 U iznimnim okolnostima, ako nije moguce dobiti ovarijalnu tekucinu, umjesto nje se mogu uzorkovati organi.

(}) Uzorak se ne smije uzeti prije nego proteknu tri tjedna od prijenosa ribe iz slatke u slanu vodu.

DIO IL
Dijagnosticki postupci za potvrdivanje VHS-a i ZHN-a u slu€aju sumnje na pojavu bolesti

Za dijagnosticiranje VHS-a i ZHN-a primjenjuje se jedna ili vise sljede¢ih metoda:
— A. Uobicajeno izdvajanje virusa nakon kojeg slijedi seroloska identifikacija virusa
— B. Izdvajanje virusa uz istodobnu serolosku identifikaciju virusa

— C. Ostale dijagnosticke metode (IFAT, ELISA)

Potvrdivanje prvog slucaja VHS-a ifili ZHN-a u uzgajalistima smjeStenim u odobrenim zonama ne smije se temeljiti
isklju¢ivo na metodi C. Treba primijeniti i metodu A ili B.

U nekim se slucajevima, uz tkivni materijal za virolosko pretraZivanje mora priloziti i dodatni materijal za bakteriolosko,
parazitolosko, histolosko i drugo pretrazivanje u svrhu diferencijalnog dijagnosticiranja.
A. Uobilajeno izdvajanje virusa nakon kojeg slijedi seroloska identifikacija virusa

I.1. Odabir uzoraka

Za pretrazivanje treba uzeti najmanje 10 riba koje pokazuju tipicne znakove ZHN-a ili VHS-a.
1.2. Pripremanje i slanje uzoraka riba

Kako je utvrdeno u dijelu L1.3.
1.3. Uzimanje dodatnog dijagnostickog materijala

Kako je utvrdeno u dijelu L1.4.
II.  Pripremanje uzoraka za viroloske pretrage

Kako je utvrdeno u dijelu LIL
1L Viroloske pretrage

Kako je utvrdeno u dijelu LIIL

IV. Identifikacija virusa

Kako je utvrdeno u dijelu LIV.

B. Izdvajanje virusa uz istodobnu serolosku identifikaciju virusa
L.1.  Odabir uzoraka
Kako je utvrdeno u dijelu ILA.L1.

1.2.  Pripremanje i slanje uzoraka riba

Kako je utvrdeno u dijelu LL3.
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1.3.  Uzimanje dodatnog dijagnostickog materijala
Kako je utvrdeno u dijelu L1.4.

Il.1. Homogenizacija organa
Kako je utvrdeno u dijelu LIL2.

I.2.  Centrifugiranje homogenata

Homogenat se centrifugira na 2 000 do 4 000 x g 15 minuta u centrifugi ohladenoj pri 2 do 5 °C te se supernatant
odlije i tretira antibioticima, npr. gentamicinom 1 mg/ml, Cetiri sata na 15 °C ili se filtrira kroz membranu (0,45 pm)
s niskom sposobno$éu vezanja proteina.

I1.3. Obrada supernatanta dijagnostickim antiserumom

Suspenzija organa obradena antibioticima ili filtrirana kroz membranski filtar razrjeduje se u omjeru 1:10 i 1:1 000
u mediju za stani¢nu kulturu te se alikvoti pomijesaju i inkubiraju 60 minuta na 15 °C s jednakim dijelovima
reagensa navedenih u dijelu LIV.2.

IL1. Stanicne kulture i mediji
Kako je utvrdeno u dijelu LIIL1.
111.2. Inokulacija stanicnih kultura

Iz svake mjesavine virusa i seruma (pripremljene kako je propisano u dijelu IL.B.II.3.) inokuliraju se najmanje dvije
stani¢ne kulture po stani¢noj liniji, svaka s 50 pl.

IL.3. Inkubacija stanicnih kultura
Kako je utvrdeno u dijelu LIILI.
I11.4. Mikroskopiranje

Inokulirane stani¢ne kulture svakodnevno se pregledavaju, uz povecanje od 40 do 150 puta, kako bi se provjerilo je
li doslo do pojave citopatogenog ucinka (CPU). Ako jedan od koristenih antiseruma sprijeci nastanak citopatogenog
ucinka (CPU), moze se smatrati da je virus identificiran.

Ako jedan od koristenih antiseruma sprije¢i nastanak citopatogenog ucinka (CPU), mora se izvrSiti identifikacija
virusa sukladno dijelu LIV.

IL5. Supkultiviranje
Ako se nakon 7 do 10 dana ne pojavi citopatogenog ucinka (CPE), mora se provesti supkultiviranje s kulturama

inokuliranim sa supernatantom i medijem (dio ILB.IL3.) u skladu s dijelom LIIL5.

C. Druge dijagnosticke metode

Supernatant pripremljen kako je opisano u dijelu LIL2. mozZe se pregledati metodom IFAT ili ELISA u skladu s dijelom
LIV.3. odnosno dijelom LIV.4. Ove se brze metode trebaju dopuniti viroloskim pretrazivanjem u skladu s tockama A ili B
u roku od 48 sati od uzorkovanja ako:

(a) se dobije negativan rezultat; ili

(b) se dobije pozitivan rezultat iz materijala koji predstavlja prvi slucaj ZHN-a ili VHS-a u odobrenoj zoni.

Materijal tkiva se moze podvrgnuti drugim dijagnostickim metodama, kao $to su RT-PCR, IF na zamrznutim rezovima,
imunohistokemija na formalinom fiksiranom materijalu tkiva. Navedeni se postupci moraju uvijek dopuniti inokulacijom
nefiksiranog materijala tkiva na stani¢nim kulturama.

DIO IIL

Dokumentirana odsutnost VHS-a ifili ZHN-a u zonama ili u uzgajaliStima smjestenim u neodobrenim zonama

Smjernice i kriteriji za program sluzbenih zdravstvenih pregleda

1. Program zdravstvenih pregleda mozZe se zapoceti provoditi jedino:

— nakon 3to se provede sluzbeno priznati programa iskorjenjivanja virusa VHS-a ifili ZHN-a, u okviru kojega se
uklonila sva riba iz uzgajalista, provelo ¢is¢enje, dezinfekcija i odmor objekta prije ponovnog naseljavanja ribom
podrijetlom iz odobrenih uzgajalista, ili

— u uzgajalistima u kojima u proslosti nisu utvrdene infekcije virusima VHS-a ili ZHN-a.
2. Program zdravstvenih pregleda mora se temeljiti i na klinickim pregledima i na laboratorijskim pretragama.

3. Program mora uklju¢ivati dva godisnja zdravstvena pregleda u skladu sa smjernicama koje su navedene u dijelu I
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4. Pri najmanje jednom od pregleda koji se obavljaju svake godine, na svakom se uzgajali§tu mora uzeti 30 uzoraka tkiva
riba ifili ovarijalne tekucine. Uzroci se biraju, pripremaju i laboratorijski pretrazuju u skladu s dijelom I, IL i IV.

5. Program zdravstvenih pregleda provodi se najmanje Cetiri godine na svim uzgajali§tima u zoni odnosno na uzgajalistu
(smjestenom u neodobrenoj zoni) koje treba biti odobreno.

6. U svrhu sluzbenog priznavanja programa, ne smije se pojaviti ni utvrditi niti jedan slucaj VHS-a ili ZHN-a (bilo
klinicka infekcija bilo izolacija virusa).

DIO IV.

Postupak titracije za provjeru osjetljivosti stani¢nih kultura na infekciju

U daljnjem se tekstu navode preporuceni postupci titracije navedeni u dijelu LIIL3.

Treba koristiti najmanje dva izolata virusa VHS-a i jedan izolat virusa ZHN-a. Izolati trebaju predstavljati glavnu skupinu
virusa unutar EU, npr. za VHS treba odabrati jedan patogeni izolat koji potjece od kalifornijske pastrve iz slatke vode i
jedan izolat koji je patogen za romba iz morske vode, a za ZHN-a treba odabrati jedan europski soj koji je patogen za
kalifornijsku pastrvu. Treba koristiti dobro definirane izolate podrijetlom iz drzava clanica. Referentni izolati mogu se
dobiti od referentnog laboratorija EU za bolesti riba.

Serije virusa stani¢nim kulturama niske pasaze umnazaju se u bocama sa stanicnom kulturom na stanicama BF-2 ili
RTG-2 za virus VHS-a i na stanicama EPC ili FHM za virus ZHN-a. Treba koristiti medij za stani¢nu kulturu s najmanje
10 % seruma. Za inokulaciju treba koristiti niski MOI (< 1).

Kod punog citopatogenog ucinka (CPU), virus se sakuplja centrifugiranjem supernatanta stanicne kulture na
2000 x g 15 minuta, sterilizira se filtriranjem kroz membranski filtar od 0,45 pm te raspodijeli u oznacene krioepruvete.
Virus se drzi na — 80 °C.

Tjedan dana nakon zamrzavanja, pod mlazom hladne vode otope se po tri epruvete svakog virusa te se titriraju na
odgovarajué¢im stani¢nim linijama. Svaki izolat virusa se odmrzava i titrira najmanje svakih Sest mjeseci ili ako se sumnja
da je osjetljivost stani¢ne linije smanjena.

Postupci titracije moraju se detaljno opisati i svaki se put mora primijeniti isti postupak.

Titracija sa razrjedenjem do zavrsne tocke treba uklju¢ivati najmanje Sest ponavljanja u svakoj fazi razrjedenja. Titri se
usporeduju s prethodno dobivenim titrima. Ako titar bilo kojeg od tri izolata virusa padne za faktor od 2 log ili vise u
odnosu na pocetni titar, stanicna se linija ne bi trebala viSe koristiti u svrhe nadzora.

Ako se u laboratoriju drze razlicite stani¢ne linije, svaku bi liniju trebalo ispitivati odvojeno.

Evidencija se ¢uva najmanje 10 godina.

DIO V.

Akronimi i kratice

BF-2 Mlad ribe Lepomis macrochirus (stani¢na linija)

CPU Citopatogeni ucinak

RLZ Referentni laboratorij Zajednice za bolesti riba

ELISA Imunoenzimski test (Enzyme-linked immunosorbent assay)
EPC Epithelioma papulosum cyprini (stani¢na linija)

FHM Pimephales promelas (stani¢na linija)

FITC Fluorescein izotiocijanat

Hepes N-2-hidroksietil-piperazin-N’-2-etan sulfonska kiselina
HRP Peroksidaza hrena

IF Imunofluorescencija

[FAT Metoda indirektne fluorescencije za dokazivanje protutijela
ZHN (V) Zarazna hematopoetska nekroza (virus)

ZNG (V) Zarazna nekroza gusterace (virus)

MEM Minimalni esencijalni medij
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MOI

OPD
PBS
RTG-2
RT-PCR
Tris-HCl
TRITC
VHS (V)

Visestrukost infekcije (omjer izmedu broja dodanih Cestica infektivnog virusa i poznatog broja stanica u
kulturi)

Orto-fenilendiamin

Fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom
Gonade kalifornijske pastrve (stani¢na linija)

Lancana reakcija polimerazom uz reverznu transkripciju
Tris-(hidroksimetil)-aminometan — HCl
Tetrametil-rodamin-izotiocijanat

Virusna hemoragijska septikemija
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