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II

(Nem jogalkotdsi aktusok)

HATAROZATOK

A BIZOTTSAG (EU) 2015/1554 VEGREHAJTASI HATAROZATA
(2015. szeptember 11.)

a 2006/88[EK irdnyelvnek a feliigyeleti és diagnosztikai médszerekre vonatkozé kovetelmények
tekintetében torténd alkalmazdsira vonatkozo szabdlyok megillapitdsarol

(az értesités a C(2015) 6188. szdmii dokumentummal tortént)

(EGT-vonatkozasii szoveg)

AZ EUROPAI BIZOTTSAG,
tekintettel az Eurdpai Uni6é mikodésérél sz6lo szerzddésre,

tekintettel a tenyésztett vizidllatokra és az azokbdl szdrmazé termékekre vonatkozo dllat-egészségiigyi kovetelményekrdl
és a vizidllatokban el6forduld egyes betegségek megel6zésérdl és az azok elleni védekezésrdl sz616, 2006. oktbber 24-i
2006/88[EK tandcsi irdnyelvre (1) és kiilonosen annak 49. cikke (3) bekezdésére, 50. cikke (4) bekezdésére, 57. cikkének
b) pontjdra és 61. cikke (3) bekezdésére,

mivel:

(1) A 2006/88EK iranyelv a IV. mellékletében meghatrozott, jegyzékbe foglalt betegségek (a tovdbbiakban:
jegyzékbe foglalt betegségek) vizidllatoknal torténd feliigyeletére és korai kimutatdsira vonatkozdan megel6z
minimumintézkedéseket dllapit meg, tovdbbd megallapitia a jegyzékbe foglalt betegségek gyandja vagy azok
kitorése esetén alkalmazandé jarvanyvédelmi intézkedéseket. Az irdnyelv megallapitja tovdbbd a tagdllamok,
illetve azok Gvezetei vagy teriileti egységei szdmadra a betegségtSl mentes stdtus megszerzésére vonatkozo6 kovetel-
ményeket is.

(2) A jegyzékbe foglalt betegségek felszdmoldsdnak, valamint a tagdllamok, oOvezetek vagy teriileti egységek
tekintetében a betegségtSl mentes stitus megszerzésének ugyanazokon az elveken kell alapulnia, és ugyanazt a
tudomanyos megkozelitést kell kovetnie az Unié egész teriiletén. Ezért unids szinten kiilon kovetelményeket kell
megallapitani a felszamoldsi és megfigyelési programokra vonatkozdan, valamint a betegségt6l mentes statusnak
egy tagallam teljes teriiletére, illetve egy-egy Ovezetére vagy teriileti egységére irdnyuldan torténd megszerzése
érdekében a tagdllamok dltal alkalmazand6 mintavételi és diagnosztikai médszerekre vonatkozdan.

(3) A jegyzékbe foglalt betegségek jelenlétének gyantja vagy megerdsitése esetén végrehajtandé laboratériumi vizsga-
latoknak uniés szinten azonosnak kell lenniitk, és ugyanazokat a tudomdnyos normakat és protokollokat kell
kovetniitk. A 2006/88/EK irdnyelvnek megfelelSen meg kell allapitani a tagéllamok illetékes hatdsdgai dltal erre a
célra kijelolt laboratériumok altal alkalmazandé specifikus diagnosztikai médszereket és eljardsokat.

(4) Az Allat-egészségiigyi Vilagszervezet (OIE) dltal elfogadott Vizidllat-egészségiigyi Kodex (a tovabbiakban: Vizillat-
egészségiligyi Kodex) eldirdsokat dllapit meg a vizidllatok egészségének és a tenyésztett halak jolétének vildgszerte
torténd javitdsa céljabol, ideértve a vizidllatok és az azokbdl szdrmazd termékek nemzetkozi kereskedelmére
vonatkozé el@irdsokat is. A Vizidllat-egészségiigyi Kodex tobb fejezete ajdnldsokat fogalmaz meg bizonyos
diagnosztikai vizsgalatok alkalmazasdra vonatkozéan. Ezeket az OIE dltal el8irt vizsgdlatokat a vizidllatokndl
alkalmazott diagnosztikai vizsgdlatok OIE altal kiadott kézikonyve (a tovabbiakban: vizidllat-diagnosztikai
kézikonyv) allapitia meg. Annak biztositdsa érdekében, hogy a vizidllat-betegségek diagnosztizaldsara vonatkozd
uniés kovetelmények Osszhangban legyenek a nemzetkozi el6irdsokkal, az e hatdrozatban megallapitott
szabalyoknak figyelembe kell venniiik a Vizidllat-egészségiigyi Kodex el6irdsait és ajanldsait.

() HLL 328, 2006.11.24., 14. 0.
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(5)  Ebben a tekintetben a vizidllat-diagnosztikai kézikonyv szdmos, jegyzékbe foglalt betegség esetében tobb, a labora-
toriumi vizsgélatok sordn alkalmazandé vizsgélatot és eljardst sorol fel. A jegyzékbe foglalt betegségekre irdnyuld
diagnosztikai munka tudomdnyos alapjdnak unids szintd egységesitése érdekében valasztani kell az OIE dltal
ajanlott diagnosztikai vizsgélatok és eljardsok koziil, és pontositani kell, hogy a megfigyelési programok végrehaj-
tasakor, illetve a jegyzékbe foglalt betegségek gyantjdnak kizdrdsa vagy jelenlétének megerGsitése céljab6l mely
vizsglatokat kell kotelezéen elvégezni a laboratériumi vizsgdlatok sordn. Bar egyes esetekben alternativ
modszerekre és eljardsokra is szitkség lesz, arra vonatkoz6 el6irdst és tudomdnyos magyardzatot is kell adni, hogy
az alternativ mddszerek mikor és hogyan alkalmazhatok. Ez kiilonosen a részletesebb diagnosztikai eljarasok
esetében sziikséges.

(6) A pontos és reprodukdlhaté diagnosztikai eredmények felmutatdsa érdekében fontos, hogy az alkalmazandé
részletes eljdrasok és protokollok érvényesitésére a 2006/88/EK irdnyelv VI mellékletének I. részében emlitett,
vonatkozé mindségi szabvdnyokkal 6sszhangban keriiljon sor. A kereskedelemben kaphat6 vizsgélati készletek
alkalmazdsa az e hatdrozatban elirt diagnosztikai modszerek kozill szdmos diagnosztikai modszer esetében a
diagnosztikai protokollok szitkséges része, és e vizsgalati készletek validdldsdra az unids referencialaboratériumok
dltal a megfelel8 betegségek esetében akkreditdlt vizsgalatok keretében sor keriilt. A jogbiztonsdg érdekében ebben
a hatdrozatban hivatkozni kell a validalt kereskedelmi vizsgdlati készletek kereskedelmi nevére.

(7)  El6fordulhat, hogy egyes tagdllamok egy vagy tobb, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében nehezen szerzik meg a
betegségtl mentes statust teljes teriiletitkre, illetve egy-egy Gvezetitkre vagy teriileti egységitkre vonatkozoéan.
Ilyen esetekben el6fordulhat, hogy az adott tagéllam az adott, jegyzékbe foglalt betegségek tekintetében nem
kivinja megszerezni vagy visszaszerezni a betegségtl mentes stitust. Az azokban az esetekben alkalmazandé
jarvanyvédelmi minimumintézkedéseknek, amikor az érintett tagdllam nem kivdnja megszerezni vagy vissza-
szerezni a betegségtdl mentes statust, unids szinten azonosaknak kell lenniiik, és ugyanazokat a kritériumoknak
kell megfelelnitik. Ezért a 2006/88EK irdnyelvnek megfelel6en meg kell allapitani a jegyzékbe foglalt betegségek
elszigetelésére vonatkozd részletes szabdlyokat és az ezen elszigetelési intézkedések felolddsira vonatkozd
minimumkovetelményeket.

(8) A 2001/183[EK bizottsdgi hatdrozat () megéllapitia a pisztringfélék fert6z8 vérképzdszervi elhaldsa és a
pisztrdngok virusos vérfert6zése nevd, jegyzékbe foglalt betegségek kimutatdsira és megdllapitdsira szolgdld
mintavételi tervekre és diagnosztikai modszerekre vonatkozd kovetelményeket. A 2003/466/EK bizottsdgi
hatdrozat (*) megallapitja a lazacok fert6z8 vérszegénységének kimutatdsira szolgdlé mintavételi tervekre és
diagnosztikai médszerekre, valamint az emlitett betegség gyantjdt vagy megerdsitését koveten a korzetek kialaki-
tisdra és a hatdsdgi megfigyelésre vonatkozé kovetelményeket. A 2002/878[EK bizottsdgi hatdrozat (*)
megallapitja a puhatest( allatok bonamiosis és marteiliosis betegségeinek kimutatdsdra és megallapitdsira szolgdlo
mintavételi tervekre és diagnosztikai médszerekre vonatkozd kovetelményeket. A kovetelmények naprakésszé
tétele érdekében az emlitett hdrom hatdrozatot ezzel a hatdrozattal kell felvaltani. Ennek megfelelGen a
2001/183/EK, a 2002/878EK és a 2003/466/EK hatdrozatot hatdlyon kiviil kell helyezni.

(9)  Mivel egyes tagdllamoknak id6re van szitkségiik ahhoz, hogy az e hatdrozatban megéllapitott kovetelmények
teljesitése érdekében fejlesztéseket hajtsanak végre nemzeti referencialaboratériumaikban, ez a hatdrozat 2016.
aprilis 1-jét6] alkalmazando.

(10) Az e hatdrozatban megillapitott intézkedések Osszhangban vannak a Novények, Allatok, Elelmiszerek és
Takarmdanyok Alland6 Bizottsdgdnak véleményével,

ELFOGADTA EZT A HATAROZATOT:

1. cikk
Targy
Ez a hatdrozat szabdlyokat dllapit meg a kovetkez8k tekintetében:

a) a 2006/88[EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt nem egzotikus éllatbetegségek (a tovabbiakban:
jegyzékbe foglalt betegségek) tekintetében a tagdllamok dltal teljes teriiletiik, illetve egy-egy Gvezetikk vagy teriileti
egységiik betegségtdl mentes stitusdval kapcsolatban alkalmazandé megfigyelés, pufferzondk, valamint mintavételi és
diagnosztikai médszerek;

(") A Bizottsdg 2001. februdr 22-i 2001/183/EK hatdrozata az egyes halbetegségek kimutatdsira és megallapitdsra szolgdlé mintavételi
tervek és diagnosztikai médszerek meghatdrozdsardl és a 92/532/EGK hatdrozat hatdlyon kiviil helyezésérél (HL L 67., 2001.3.9.,
65.0.).

() A Bizottsdg 2003. jinius 13-i 2003/466/EK hatdrozata a lazacok fert6z8 vérszegénységének (ISA) gyantjat vagy megerdsitését kovetGen
a korzetek kialakitdsdra és a hatdsdgi megfigyelésre vonatkozo kritériumok megéllapitdsar6l (HL L 156.,2003.6.25., 61. 0.).

(*) A Bizottsdg 2002. november 6-i 2002/878/EK hatdrozata a puhatest(i dllatok bonamiosis (Bonamia ostreae) és marteiliosis (Marteilia
refringens) betegségeinek kimutatdsira és megdllapitdsira szolgdld mintavételi tervek és diagnosztikai mddszerek létrehozdsdrdl
(HLL 305.,2002.11.7.,57.0.).
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b) a jegyzékbe foglalt betegségek jelenlétének gyandja vagy megerGsitése esetén a laboratériumi vizsgdlatok sordn
alkalmazandé diagnosztikai médszerek; valamint

c) valamely jegyzékbe foglalt betegségt6l mentesnek nem nyilvanitott tagdllamban, 6vezetben vagy teriileti egységben a
jegyzékbe foglalt betegség gyantja vagy megerGsitése esetén alkalmazandé jarvanyvédelmi minimumintézkedések.

2. cikk
Fogalommeghatirozisok

E hatdrozat alkalmazdsdban:

a) ,pisztraingok virusos vérfert6zése” (VHS): a Rhabdoviridae csaldd Novirhabdovirus nemzetségébe tartozé virusos
haemorrhagids septicaemia-virus (VHSV), mds néven Egtved-virus dltal okozott betegség;

b) ,pisztrangfélék fert6z8 vérképz@szervi elhaldsa” (IHN): a Rhabdoviridae csaldd Novirhabdovirus nemzetségébe tartozd
fert6z8 hematopoietic necrosis-virus (IHNV) dltal okozott betegség;

c) ,koi-herpeszvirusbetegség” (KHVD): az Alloherpesviridae csalddba tartozd koiherpeszvirus dltal okozott betegség.
Tudomdnyos neve: cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3);

d) ,lazacok fert6z8 vérszegénysége” (ISA): az Orthomyxoviridae csaldd Isavirus nemzetségébe tartozd, HPR-deletdlt
lazacanémia-virus (ISAV) dltali fert6zés okozta betegség;

e) ,Marteilia refringens-fert6zés”: a Marteilia refringens egysejtéi paramyxovirus altali fert6zés okozta betegség;
f) ,Bonamia ostreae-fert6zés™: a Haplosporidia csalddba tartozé Bonamia ostreae protozoon altali fert6zés okozta betegség;

g) ,White spot-betegség” (WSD): a White spot-betegségnek a Nimaviridae csaldd Whispovirus nemzetségébe tartozé kett8s
DNS-szalt virusa (WSSV) dltal okozott betegség.

3. cikk
A felszamoldsi és megfigyelési programokra vonatkozé minimumkdovetelmények

A tagédllamok gondoskodnak arrdl, hogy a betegségt6l mentes stitusnak az egy vagy tobb, jegyzékbe foglalt betegség
tekintetében teljes teriiletiikre, illetve egy-egy Ovezetitkre vagy teriileti egységitkre vonatkozdan torténd megaddsakor,
visszavondsakor vagy visszadllitdsakor betartdsra keriiljenek a megfigyelési és felszdmolasi programokra, a pufferzonakra,
valamint a mintavételi és diagnosztikai modszerekre vonatkozd, 1. mellékletben meghatirozott szabalyok, valamint a
II. mellékletben meghatdrozott killon mddszerek és részletes eljardsok.

4. cikk
A diagnosztikai médszerekre és a kiilon eljardsokra vonatkozé minimumkovetelmények

A tagdllamok gondoskodnak arrdl, hogy a jegyzékbe foglalt betegségek jelenlétének megerdsitése vagy kizdrdsa
érdekében végzett laboratériumi vizsgdlatok elvégzésekor betartdsra keriljienek az I mellékletben meghatdrozott
védekezési modszerek, valamint a II. mellékletben meghatdrozott kiilon diagnosztikai mddszerek és részletes eljrdsok.

5. cikk

A jegyzékbe foglalt betegségek elszigetelésére vonatkozé jirvinyvédelmi minimumintézkedések, valamint az
elszigetelési intézkedések felolddsira vonatkozé minimumkovetelmények a jegyzékbe foglalt betegségektGl
mentesnek nem nyilvanitott tagillamokban, 6vezetekben vagy teriileti egységekben

A tagdllamok gondoskodnak arrél, hogy az egy vagy tobb, jegyzékbe foglalt betegségtél mentesnek nem nyilvanitott
teriiletiikon, ovezetitkben vagy terileti egységiikben az emlitett, jegyzékbe foglalt betegségekre vonatkozé jarvanyvédelmi
intézkedések végrehajtdsakor és az azokra vonatkozé elszigetelési intézkedések felolddsakor betartdsra keriiljenek az
. mellékletben meghatdrozott jirvinyvédelmi minimumintézkedések és az elszigetelési intézkedések felolddsdra
vonatkozé minimumkovetelmények.
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6. cikk
Hatédlyon kiviil helyezés

A 2001/183[EK, a 2002/878/EK és a 2003/466/EK hatarozat hatalyat veszti.

7. cikk
Az alkalmazds idGpontja

Ezt a hatdrozatot 2016. dprilis 1-jétd] kell alkalmazni.

8. cikk
Cimzettek

Ennek a hatdrozatnak a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 2015. szeptember 11-én.

a Bizottsdg részérdl
Vytenis ANDRIUKAITIS
a Bizottsdg tagja
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I. MELLEKLET
FELUGYELETI £S VEDEKEZESI MODSZEREK
I. Bevezetés

Ez a melléklet a kovetkezdket dllapitia meg:

a)

a 2006/88[EK irdnyelv 44. cikkében el8irt felszamoldsi és feliigyeleti programokra vonatkozd kovetelmények,
valamint a tagdllamoknak, illetve azok Gvezeteinek vagy teriileti egységeinek az emlitett irdnyelv VIL fejezete
szerint torténd, betegségtdl mentessé nyilvanitdsara alkalmazandé mintavételi és diagnosztikai médszerek;

a 2006/88[EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt nem egzotikus betegségek (a tovabbiakban:
jegyzékbe foglalt betegségek) gyantja esetén és jelenlétének megerGsitése érdekében elvégzendd, az irdnyelv
28. cikkének a) pontjdban és 57. cikkének b) pontjdban eldirt laboratériumi vizsgalatokhoz alkalmazandé
mintavételi és diagnosztikai modszerek;

a valamely jegyzékbe foglalt betegség jelenlétének megerdsitése esetén meghozand6, a 2006/88/EK irdnyelv
39. cikkében el@irt zdrlati intézkedések, tovabbd a kordbban V. kategdria szerinti egészségiigyi statust tagallam,
Ovezet vagy teriileti egység IIl. kategbria szerinti egészségiigyi stitusinak megszerzése érdekében meghozandé
intézkedések.

Az e mellékletben meghatdrozott kovetelmények a jegyzékbe foglalt betegségek koziil a kovetkezSkre vonatkoznak:

1. | Pisztrdngok virusos vérfertGzése (VHS) 1. rész
2. | Pisztringfélék fert6z6 vérképzdszervi elhaldsa (IHN) 1. rész
3. | Koi-herpeszvirusbetegség (KHV) 2. rész
4. | Lazacok fert6z8 vérszegénysége (ISA) 3. rész
5. | Marteilia refringens-fert6zés 4. rész
6. | Bonamia ostreae-fert6zés 5. 1ész
7. | White spot-betegség (WSD) 6. rész

Il. Fogalommeghatirozasok

Az L és a II. melléklet alkalmazasdban a kovetkezd fogalommeghatdrozasokat kell alkalmazni:

a)

0

Jkontinentalis teriileti egység” egy vagy tobb tagdllam kontinentdlis részén elhelyezkeds, kozos bioldgiai
biztonsdgi rendszerbe tartozd és egy adott betegség tekintetében megkiilonboztetett egészségiigyi dllapoti
vizidllat-populdciénak otthont ad6 egy vagy tobb gazdasdg;

b) ,kontinentalis gazdasdg™: egy tagdllam teriiletének kontinentdlis részén elhelyezkedd, tenyésztett vizidllatokat tart6

gazdasdg;

,kontinentalis ovezet™ egy vagy tobb tagdllam kontinentdlis részén taldlhat6, pontosan meghatdrozott foldrajzi
teriilet, amely olyan homogén vizellité rendszerrel rendelkezik, amely a vizgytjtd teriiletnek a forrds(ok)tol addig
a természetes vagy mesterséges akaddlyig hiz6d6 részeibdl dll, amely megakaddlyozza a vizgyjtd teriilet
alacsonyabb szakaszaibdl a vizidllatok felfelé irdnyulé migricibjat, vagy amely az egész vizgyiijt§ teriiletet
magdban foglalja annak forrdsdtél (forrdsaitdl) a torkolatdig, vagy amely egynél tobb vizgyjtS teriletbdl 4ll,

beleértve — a torkolaton keresztiil a vizgyjt6 teriiletek kozotti jarvanytigyi kapcsolat miatt — azok torkolatait;
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d) ,hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg™ olyan vizidllattarté gazdasdg, amelyben az illetékes hatdsdg a

2006/88[EK irdnyelv 28. cikke a) pontjinak, 29. cikkének és 57. cikke b) pontjanak megfelelen a jegyzékbe
foglalt betegségek koziil egyet vagy tobbet megerdsitett.

e) ,kontaktgazdasdg”: olyan vizidllattart gazdasdg, amely esetében barmely médon bizonyithatd vagy erdsen feltéte-

lezhetd, hogy megfert6z8dtek egy hatdsdgilag fertdzottnek nyilvanitott gazdasigbdl szarmazé fert6z6 anyaggal.

1. RESZ

A PISZTRANGOK VIRUSOS VERFERTOZESE (VHS) ES A PISZTRANGFELEK FERTOZO VERKEPZGSZERVI ELHALASA

[2.1.

(IHN) ESETEN ALKALMAZANDO FELUGYELETI ES VEDEKEZESI MODSZEREK

A VHS és az IHN tekintetében betegségtGl mentes stitus megszerzését és fenntartdsit célzé feliigyeleti és
felszdmoldsi programokra vonatkozé kovetelmények, valamint az emlitett jegyzékbe foglalt betegségekre irdnyulé
zérlati intézkedések

A VHS-re és az [HN-re irdnyuld egészségiigyi ellendrzésekre és mintavételre vonatkoz6 altalinos kovetelmények:

a) az egészségiigyi ellenSrzéseket és adott esetben a mintavételt az évnek abban az idészakdban kell elvégezni,
amikor a vizhdmérséklet 14 °C alatti, vagy akkor, amikor a vizh6mérséklet valoszindsithetGen eléri a legala-
csonyabb éves értéket;

b) amennyiben a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete I része 2. pontja masodik bekezdésének megfelelGen a
vadon €18 populdciokban célzott feliigyelet szitkséges, a mintavételi pontok szdmdt és foldrajzi eloszlasat agy
kell meghatdrozni, hogy az megfelel6 mértékben lefedje a tagallam, ovezet vagy teriileti egység teriiletét. A
mintavételi pontoknak reprezentativaknak kell lenniitk azon kiilonb6zd oOkoszisztémdk tekintetében,
amelyekben a fogékony fajok vadon é16 populdciéi taldlhatok;

¢) amennyiben a gazdasigokban vagy a vadon él6 populdcidkban évente egynél tobb alkalommal kell
egészségiigyi ellendrzést vagy mintavételt végezni, az egészségiigyi ellendrzések kozott és a mintagytijtések
kozott legalabb négy honapnak kell eltelnie, és azokat egymdstél id6ben a lehetd legtdvolabb, az a) pontban
el6irt hdmérsékleti kovetelmények figyelembevételével kell elvégezni;

d) minden termelési egységet (példdul tavat, tartdlyt, halos ketrecet) egészségiigyi ellenérzéseknek kell alavetni az
elhullott, legyengiilt vagy rendellenesen viselked§ halak jelenlétének megallapitdsa céljabol. Kilonos figyelmet
kell forditani a vizkifolyds kornyékére, ahol a vizdramlds miatt a legyengiilt halak hajlamosak 6sszegytilni;

) A mintaként begy(jtends, fogékony fajokhoz tartozé halak kivalasztdsa a kovetkez8képpen torténik:

i. ha szivarvanyos pisztrang is el6fordul, akkor csak e faj egyedeit kell kivalogatni a mintavételhez, kivéve,
ha egyéb fogékony fajok is el6fordulnak, melyek a VHS vagy az IHN tipikus tiineteit mutatjdk; ha
szivarvanyos pisztrang nem fordul el§, a mintdnak valamennyi egyéb el6fordulé fogékony fajra nézve
reprezentativnak kell lennie;

ii. ha legyengiilt, rendellenesen viselked§ vagy frissen elhullott, de bomldsnak még nem indult halak is
eléfordulnak, akkor azokat kell kivalasztani; Ha egynél tobb vizforrdst hasznalnak halak tenyésztésére,
minden vizforrds esetében mintat kell venni az ott taldlhat6 halakbdl;

iii. a kivélasztott halak kozott lenniiik kell oly médon begytjtott halaknak, hogy azok a mintdban ardnyosan
képviselik a gazdasdg minden részét és minden év dllomdanyit.

A VHS és az IHN tekintetében betegségtSl mentes stdtus (I kategéria) megszerzésére vonatkozé kiilon kovetel-
mények

Feluigyeleti programok:

a) az a tagdllam, Gvezet vagy teriileti egység, amely a VHS, az IHN vagy mindkettd tekintetében a 2006/88/EK
irdnyelv 1. mellékletének B. részében emlitett III. kategéria szerinti egészségiigyi stdtussal rendelkezik, az
emlitett, jegyzékbe foglalt betegségek tekintetében I. kategdria szerinti egészségiigyi stdtust szerezhet,
amennyiben az adott tagdllamon, Ovezeten vagy teriileti egységen belili, az irdnyelv IV. mellékletének
II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasdg eleget tesz az irdnyelv V. mellékletében
megallapitott kovetelményeknek, és amennyiben mindezekben a gazdasdgokban és — az irdnyelv V. melléklete
L. része 2. pontjdnak mésodik bekezdésében eldirt esetekben — a vadon él6 populdciék mintavételi pontjain
végrehajtottdk az alabbi feliigyeleti programok egyikét:
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[2.2.

[2.2.1.

i. ,A” modell — kétéves feliigyeleti program:

A gazdasigokban vagy mintavételi pontokon a I szakaszban taldlhaté 1.A. tabldzatban foglaltaknak
megfelelGen legaldbb két egymadst kovetd évre kiterjed idészakon at egészségiigyi ellendrzéseket végeztek
és mintdkat vettek.

E kétéves idGszakban valamennyi minta esetében a IL.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai
modszerekkel végzett vizsgdlatnak negativ eredményt kell adnia a VHS, az IHN vagy mindkettd
tekintetében, tovdbbd a VHS, az IHN vagy mindkett§ gyandjit a II.3. pontban meghatdrozott mintavételi
és diagnosztikai mddszereknek megfelelGen ki kell zdrni;

ii. ,B” modell — csokkentett mintanagysdgt négyéves feliigyeleti program:

A gazdasigokban vagy mintavételi pontokon a II. szakaszban taldlhaté 1.B. tdbldzatban foglaltaknak
megfelel6en legalabb négy egymadst kovet§ évre kiterjedS idGszakon dt egészségiigyi ellendrzéseket
végeztek és mintdkat vettek.

E négyéves idGszakban valamennyi minta esetében a IL.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai
modszerekkel végzett vizsgdlatnak negativ eredményt kell adnia a VHS, az IHN vagy mindkettd
tekintetében, tovabbd a VHS, az IHN vagy mindkett§ gyandjat a I.3. pontban meghatdrozott mintavételi
és diagnosztikai méodszereknek megfelelGen ki kell zdrni;

b) ha az a) pontban emlitett feliigyeleti program végrehajtisa sordn a programban részt vevé valamely
gazdasigban megerGsitést nyer a VHS-fert6zés, az IHN-fert6zés vagy mindkettS, és igy a gazdasdg
II. kategéria szerinti egészségiligyi stdtusdt visszavonjdk, az adott gazdasdg azonnal visszaszerezheti a
II. kategéria szerinti egészségiigyi statusat, és a betegségtél mentes status megszerzése érdekében folytathatja
a feliigyeleti program végrehajtasat az 1.2.2. pontban meghatdrozott felszdmoldsi program végrehajtisa
nélkiil, amennyiben eleget tesz az aldbbi feltételeknek:

i. olyan kontinentdlis gazdasig, amelynek egészségiigyi dllapota — a 2006/88[EK irdnyelv V. melléklete
II. része 3. pontjdnak megfelelen — a VHS, az IHN vagy mindkettd tekintetében fiiggetlen a kornyezd
természetes vizekben ¢él6 vizidllat-populdcidk egészségiigyi dllapotatol;

ii. a gazdasdgot kitritették, kitisztitottdk, fertGtlenitették és pihentették; a pihentetési id6szak hossza legaldbb
hat hét;

iii. olyan gazdasdg, amelyben a VHS, az IHN vagy mindkett§ tekintetében 1. kategdria szerinti egészségiigyi
statust tagdllamokbdl, ovezetekbl vagy teriileti egységekbdl szdrmazd halakkal végeztek allomdny-
potlast.

Felszdmoldsi programok
Altaldnos kovetelmények

A VHS, az IHN vagy mindkettd tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusi tagillam, ovezet vagy
teriilleti egység az emlitett, jegyzékbe foglalt betegségek tekintetében 1. kategoria szerinti egészségiigyi stdtust
szerezhet, amennyiben az adott tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv
IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigban az a)-e) pontnak
megfeleld felszdmolasi programot hajtottak végre:

a) Eredményesen alkalmazdsra keriiltek a 2006/88/EK irdnyelv V. mellékletének 4. szakaszdban megéllapitott
jarvanyvédelmi minimumintézkedések, tovdbbd a VHS-sel, IHN-nel vagy mindkét, jegyzékbe foglalt
betegséggel hatésagilag fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg(ok) kozelében védelmi korzetet és megfigyelési
korzetet magdban foglald, az irdnyelv 32. cikkének b) pontjaban emlitett elszigetelési teriiletet hoztak étre.

Az elszigetelési tertiletet eseti alapon kell meghatdrozni, a jegyzékbe foglalt betegség tenyésztett és vadon él§
halakra valé atterjedésének kockdzatdt befolydsolé tényezék figyelembevételével, mint példdul: a VHS-sel,
[HN-nel vagy mindkettével fert6zott, elhullott halak szdma, ardnya és eloszldsa; a szomszédos gazdasdgok
egymdstdl val6 tdvolsdga és stirtisége; a vagohidakhoz val6 kozelség; a kontaktgazdasigok; a gazdasdgokban
eléforduld fajok; az érintett és az azokkal szomszédos gazdasigokban alkalmazott tenyésztési gyakorlatok; a
hidrodinamikai feltételek és egyéb, jarvanyiigyi jelentSségti azonositott tényezdk.
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A védelmi és a megfigyelési korzetek 1étrehozdsdndl az aldbbi minimumkovetelmények alkalmazanddk az
emlitett korzetek foldrajzi hatdrainak megdllapitdsa tekintetében:

i. a VHS-sel, IHN-nel vagy mindkét, jegyzékbe foglalt betegséggel hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott
gazdasdg kozvetlen kozelében védelmi korzetet kell 1étrehozni, amely a kovetkezSknek felel meg:

1. part menti teriileteken: legaldbb az drapdlyovezet szélességének megfelel§ vagy legalibb 5 km sugart
kor terillete (a nagyobb érték a mérvadd), amelynek kozepe a VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettGvel
hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg, vagy egy ennek megfeleld, a vonatkozé hidrodinamikai
vagy jarvanyiigyi adatoknak megfelel6en meghatdrozott teriilet;

2. belvizi teriileteken: a VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettGvel hatosdgilag fertzottnek nyilvanitott
gazdasdg teljes vizgyijtS terilete; az illetékes hatdsdg a korzet kiterjedését a vizgyjtS teriilet egyes
részeire vagy a gazdasdg teriiletére korldtozhatja, amennyiben ez nem veszélyezteti a VHS, az IHN vagy
mindkettd terjedésének megel6zését;

ii. az illetékes hatdsdg a védelmi korzet teriiletén kiviil megfigyelési korzetet hoz létre, amely a kovetke-
z8knek felel meg:

1. part menti teriileteken: a védelmi korzetet koriilvevs, egymast atfed§ drapalyGvezetekbdl all6 teriilet;
vagy a védelmi korzetet koriilvevs, a védelmi korzet kozéppontjatdl szdmitott 10 km sugard kor
teriillete; vagy egy ennek megfelels, a vonatkozé hidrodinamikai vagy jdrvanytigyi adatoknak
megfelel6en meghatarozott teriilet;

2. belvizi teriileteken: a létrehozott védelmi korzeten kiviil es§ kiterjesztett teriilet;

b) A védelmi korzeten beliil a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tart6
valamennyi gazdasagban, melyet nem nyilvanitottak hat6sdgilag fertézottnek a VHS, IHN vagy mindkettd
tekintetében, legaldbb a kovetkezdkre kiterjedd hatdsagi vizsgalatot kell végezni:

i. Vizsgdlat céljabol 10 halbdl all6 minta vétele, amennyiben VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettgvel val6
fert6zésre utalé klinikai vagy kérbonctani elvéltozdsok figyelhet6k meg, vagy legaldbb 30 halbdl all6
minta vétele, amennyiben klinikai vagy kérbonctani elvéltozdsok nem figyelhet6k meg;

ii. egy alkalommal végzett egészségiigyi ellendrzés: azokban a gazdasdgokban, amelyekben az i. alpontban
emlitett vizsgdlatok negativ eredményt adtak, a védelmi korzet 1.2.2.1. ¢) pont szerinti felolddsdig tovdbbra
is havonta egyszer egészségiigyi ellendrzést kell végezni abban az id@szakban, amikor a vizhémérséklet
14 °C alatt van, kivéve, ha a halastavakat vagy hdlos ketreceket jég boritja;

¢) A VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettével hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott 6sszes gazdasdgot ki kell tiritent,
ki kell tisztitani, fertétleniteni és pihentetni kell. A pihentetési id6szak legalbb hat hétig tart. Az ugyanazon
a védelmi korzeten beliili, hatbsdgilag fert6zottnek nyilvanitott Gsszes gazdasag kitiritését kovetSen legaldbb
hdromhetes parhuzamos pihentetési idGszakot kell alkalmazni. Ez a bekezdés a felszdmoldsi program
végrehajtdsa sordn hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott 4j gazdasdgokra is alkalmazando.

A hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott gazdasdgok pihentetése sordn a védelmi korzeteket megfigyelési
korzetekké kell alakitani.

Az illetékes hat6sdg elrendelheti a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil taldlhaté mads
gazdasdgok kitiritését, tisztitdsat, fertGtlenitését és pihentetését. E gazdasdgok esetében a pihentetési idGszak
hosszét eseti kockdzatértékelést kovetSen az illetékes hatdsdg dllapitja meg;

d) A VHS-sel, ITHN-nel vagy e két jegyzékbe foglalt betegséggel hatdsagilag fert6zottnek nyilvanitott Gsszes
gazdasdgban és a c) pontban emlitett, létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil taldlhatd,
valamennyi egyéb pihentetett gazdasdgban a VHS, az IHN vagy mindkettd tekintetében betegségtSl mentes
statust (I. kategdria szerinti) tagillamokbdl, ovezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazd halakkal kell
alloménypétlast végezni.
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Allomanypétlasra csak akkor keriilhet sor, ha a hatésagilag fert6zottnek nyilvénitott osszes gazdasigot az
1.2.2.1. ¢) pontnak megfelelen kiiiritették, kitisztitottdk, fertStlenitették és pihentették;

e) A felszdmoldsi program hatélya ald tartozé tagallamon, ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK
irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tartd valamennyi gazdasdgra és a vadon él8
populdciokban végzendS megfigyelés kotelezettsége esetén az L1. pontnak megfeleléen kivélasztott
mintavételi pontokra vonatkozéan a késGbbiekben az 1.2.1. pontban foglalt feliigyeleti rendszert kell
alkalmazni.

1.2.2.2. A kordbban IHN-t8l, VHS-t8l vagy mindkett6t8] mentesnek nyilvanitott, egyetlen gazdasagot magukban foglald
kontinentalis teriileti egységek betegségtdl mentes statusanak visszaszerzésére vonatkozé kovetelmények

Az a kordbban VHS-t8l, IHN-t8l vagy,mindkét jegyzékbe foglalt betegségtsl mentesnek nyilvénitott, egyetlen
gazdasdgot magdban foglalé kontinentilis teriileti egység, amelynek egészségiigyi dllapota az emlitett jegyzékbe
foglalt betegségek tekintetében — a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete II. része 3. pontjdnak megfelelen —
fuggetlen a kornyezd természetes vizek egészségiigyi dllapotdtdl, és amelynek az 1. kategdria szerinti
egészségiigyi statusat az irdnyelv 53. cikkének (3) bekezdésének megfelelSen visszavontdk, kozvetleniil azutdn
visszaszerezheti az I. kategéria szerinti egészségiigyi statusdt, miutdn az illetékes hatdsdg megerGsitette az aldbbi
feltételek teljesiilését:

a) a VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettével hatdsigilag fert6zottnek nyilvanitott gazdasdgot kiiiritették, kitiszti-
tottdk, fertGtlenitették és pihentették; a pihentetési id@szak legaldbb hat hét;

b) a VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettével hatdsagilag fertGzottnek nyilvanitott gazdasagban a VHS, az IHN vagy
mindkett8 tekintetében I. kategdria szerinti egészségiigyi statust tagallamokbol, ovezetekbdl vagy teriileti
egységekbdl szarmazé halakkal végeztek dllomanypétlast.

L.3. A VHS, az IHN vagy mindkett§ tekintetében betegségt6l mentes (I. kategéria szerinti) stitus fenntartdsira
vonatkozd kiilon kovetelmények

Amennyiben az I kategéria szerinti egészségligyi stitusnak a 2006/88[EK irdnyelv 52. cikke rendelkezései
szerinti fenntartdsdhoz célzott feliigyelet sziikséges, az érintett tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen
beliili, az emlitett irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tart6 valamennyi gazdasdgban
egészségiigyi ellendrzést kell végezni, és a halakbdl az e rész II. szakaszdban foglalt 1.C. tdbldzatnak megfelelGen
a gazdasdgok VHS-sel, IHN-nel vagy mindkét, jegyzékbe foglalt betegséggel valé fert6z6dés tekintetében fenndlld
kockazati szintjének figyelembevételével mintét kell venni.

A kontinentdlis teriileteken taldlhaté és a VHS, az THN vagy mindkett§ tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv
V. melléklete II. része 2. pontjanak megfelelen a kornyezd természetes vizek vizidllat-populdcidinak
egészségiigyi allapotdtdl figgd, a VHS, az IHN vagy mindkettd tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi
status teriileti egységekre vonatkozé egészségiigyi ellenérzés gyakorisagdnak meghatdrozasakor a VHS-sel, IHN-
nel vagy mindkettGvel val6 fert6z6dés kockdzata magasnak tekintendd.

A betegségtSl mentes stitus csak addig tarthat6 fenn, amig a IL.2. pontban foglalt diagnosztikai mddszerekkel
vizsgdlt valamennyi minta negativ eredményt ad a VHS, az IHN vagy mindkét, jegyzékbe foglalt betegség
tekintetében, és amig a IL.3. pontban foglalt diagnosztikai médszereknek megfelelden kizarjak a VHS, az IHN
vagy mindkett§ gyandjat.

L4, A 2006/88[EK irdnyelv 39. cikkében el8irt zarlati intézkedések felolddsdra, azaz az V. kategéria szerinti
egészségiigyi statusrol a IIL kategéria szerinti egészségiigyi stitusra val6 attérésre vonatkozo kovetelmények

A VHS, az IHN vagy mindkett§ tekintetében V. kategdria szerinti egészségiigyi statussal rendelkezd tagallam,
Ovezet vagy terilleti egység az emlitett, jegyzékbe foglalt betegségek tekintetében III. kategéria szerinti
egészségligyi statust szerezhet, amennyiben:

a) az 1.2.2.1. szakasz a), b) és c) pontjiban foglalt kovetelmények teljesiilnek. Abban az esetben, ha a pihentetés
technikailag nem lehetséges, az érintett gazdasdgokra alternativ intézkedést kell alkalmazni, amely csaknem
hasonlé garancidt biztosit az IHNV-nek, a VHSV-nek vagy mindkett6nek a gazdasdg kornyezetében vald
felszamolasdra;

b) a hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott Osszes gazdasdgban, valamint a létrehozott védelmi és megfigyelési
korzeteken beliili pihentetett, illetve az a) pontnak megfelelSen alternativ intézkedések hatdlya ald helyezett
valamennyi egyéb gazdasdgban a VHS, az IHN vagy mindkett§ tekintetében L., II. vagy III. kategéria szerinti
egészségiigyi stdtusi tagdllamokbol, ovezetekbsl vagy teriileti egységekbdl szdrmazé halakkal végeztek
lloméanypétldst;
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¢) az édllomdnypétlasra csak azt kovetSen kerillt sor, hogy a hatdsdgilag fertGzottnek nyilvdnitott Osszes
gazdasdgot kitiritették, kitisztitottdk, fertStlenitették és pihentették, illetve az a) pontnak megfelelen
alternativ intézkedések hatdlya ald helyezték.

L. Diagnosztikai és mintavételi médszerek

IL.1. Mintdzandé szervek:

A vizsgélandé szévetminta a 1ép, az elGvese, valamint a sziv vagy az agyveld. A mintavételkor az anyadllo-
ménytol szdrmazd petefészek-folyadék vagy ondéfolyadék is megvizsgdlhato.

Zsenge ivadékok és a 4 cm-nél rovidebb egész halak esetében a végbélnyilas mogotti rész eltdvolitdsa utdn steril
olloval vagy szikével feldarabolhatok. Ha a minta 4 és 6 cm kozotti testhosszlisdga egész halakbdl éll, akkor a
zsigereket kell sszegyftijteni, a vesét is beleértve.

Legfeljebb 10 halbdl szarmazé szervdarabok vonhatdk 6ssze (,poolozhatdk”).

I.2. A VHS, az IHN vagy mindkett§ tekintetében betegségtSl mentes stitus megszerzésére és fenntartdsara szolgdld
diagnosztikai mdédszerek

A 1. melléklet 1. részének I. pontjaban foglalt jovdhagyott diagnosztikai moédszereknek és eljardsoknak
megfelels, a VHS, az IHN vagy mindkett tekintetében betegségtSl mentes status megszerzésére és fenntartdsara
szolgalé diagnosztikai modszer:

a) sejttenyészetekben végzett virusizoldlds, azt kovetSen pedig enzimhez kotott immunszorbens préba (ELISA),
indirekt fluoreszcens ellenanyag-vizsgdlat (IFAT), virusneutralizdciés proba vagy valds ideji forditott transz-
kripci6s polimerdz lancreakcié (RT-qPCR) ttjan torténd virusazonositds; vagy

b) RT-qPCR.
I.3. A VHS, az IHN vagy mindketté jelenlétének kizdrdsira vagy megerdsitésére szolgdlé mintavételi és diagnosztikai
modszerek

Ha a VHS, az IHN vagy mindkett§ gyandjit a 2006/88EK irdnyelv 28. cikkének megfeleléen meg kell erdsiteni
vagy ki kell zdrni, az aldbbi ellenGrzési, mintavételi és vizsgélati eljarasok kovetendSk:

a) a gyanUs gazdasigban legaldbb egy alkalommal egészségiigyi ellendrzést és egy alkalommal 10 halbdl all6
minta vételét kell elvégezni, amennyiben VHS-sel, IHN-nel vagy mindkettGvel valé fert6zésre utalé klinikai
vagy korbonctani elvéltozasok figyelhet6k meg, vagy legalabb 30 halbél dll6 minta vételét kell elvégezni,
amennyiben nem figyelhet6k meg klinikai vagy korbonctani elvaltozdsok. A mintdkat az i. és ii. alpontban
foglalt egy vagy tobb diagnosztikai médszerrel kell megvizsgalni a II. melléklet 1. részének II. szakaszdban
foglalt részletes diagnosztikai modszereknek és eljarasoknak megfelelGen:

i. sejttenyészetben végzett hagyomdnyos virusizoldlds azt kovet§ immunkémiai vagy molekuldris virusazo-
nositassal;

ii. RT-qPCR dtjdn torténd viruskimutatds;

iii. hasonld, bizonyitott hatékonysdgi egyéb diagnosztikai moddszerek, példaul indirekt fluoreszcens
ellenanyag-vizsgalat (IFAT), enzimhez kotott immunszorbens préba (ELISA), RT-PCR és immunhiszto-
kémiai (IHC-) vizsgalat;

b) a VHS jelenléte megerdsitettnek tekintendd, ha e diagnosztikai médszerek kozill egy vagy tobb pozitiv a
VHSV tekintetében. Az IHN jelenléte megerdsitettnek tekintendd, ha e diagnosztikai modszerek koziil egy
vagy tobb pozitiv az IHNV tekintetében. A VHS vagy IHN els6 esetének a kordbban nem fert6zott tagdlla-
mokban, oOvezetekben vagy terilleti egységekben torténd megerGsitésére  sejttenyészetben végzett
hagyomaényos virusizoldldson vagy RT-qPCR-en alapul6 vizsgalatot kell végezni;

¢) a VHSV vagy az IHNV el6forduldsanak gyantja kizdrhatd, ha a sejttenyésztés vagy az RT-qPCR-tesztek nem
tarnak fel a VHSV, az THNV vagy mindkettd jelenlétére utal6 tovabbi bizonyitékot.
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1.A. tdbldzat

Az 1.2.1. szakasz a) pontjinak i. alpontjiban emlitett, a VHS, illetve az IHN tekintetében betegségtGl mentes

stitus megszerzését megel6z6 kétéves ellenGrzési idGszakra vonatkozd, ovezetek és teriileti egységek
feliigyeleti rendszere

Egészségiigyi el- Mintavételek A mintaban taldlhat6 halak szdma (')
Gazdasde tipusa lendrzések éven- évenkénti
8 tp kénti (kétéven- (kétévenkénti) R . . Az anyadllomény
PR . Novendék halak szdma . ;
kénti) szdma szdma egyedeinek szdma (2)
50 (els§ ellendrzés) 30 (elscl)l vagy {nasodﬂ(
a) Anyadllomdnnyal rendelkezd ) ) o ; ellenGrzés)
gazdasigok 75 (mésodik ellendr- 0 (clsé vagy mésodik
z€s) 2y 1
ellendrzés)
b) Csak anyadllomdnnyal ren- 75 (els6 vagy masodik
“ . 2 1 0 2
delkez6 gazdasigok ellendrzés)
¢) Anyaillomdnnyal nem ren- 75 (%) (els6 és mdsodik
P ‘ 2 2 a2 0
delkez6 gazdasigok ellendrzés)

A halak 6sszevont mintdnkénti maximadlis szdma: 10

(') A mintdk legkordbban a halak édesvizbdl sds vizbe torténd dthelyezése utdn hirom héttel gytjthetSk.

() Az anyadllomédnybdl szdrmazé petefészek- vagy ondéfolyadékot az ivarérettség elérésekor, a lefejéssel egy idSben kell gytjteni.

(*) Annyi halb6l kell mintdt venni, amennyi a vizsgalati elrendezés szerinti 5 %-os prevalencia mellett 95 %-os megbizhatdsdggal bizto-
sitja a VHSV vagy az IHNV kimutatdsat.

1.B. tdbldzat

Az 1.2.1. szakasz a) pontjdnak ii. alpontjdban emlitett, a VHS, illetve az IHN tekintetében betegségtdl mentes

stitus megszerzését megel§z8 négyéves idgszakra vonatkozo, csokkentett mintanagysagi feliigyeleti rendszer

P A mintdban taldlhat6 halak szdma (1)
Az egeszsegligyl A mintavételek
Gazdasag tipusa ellendrzések cvenkénti sz Az anvadlloman
évenkénti szdma | CVEMKEMUSZAMA | Ngvendék halak széma 4 nany
egyedeinek szdma (2)
A feliigyeleti idGszak els§ két éve
0 (els6 ellendrzés) 0 (elsé ellendrzé
a) Anyadllomdnnyal rendelkezd ) 1 o 5 (els ellendrzés)
gazdasdgok 30 (maS(;g;l; ellendr- 0 (mdasodik ellendrzés)
b) Csak anyadllomdnnyal ren- ) 1 0 30 (els6 vagy masodik
delkez8 gazdasagok ellendrzés)
¢) Anyadllomannyal nem ren- ) 1 30 (%) (els6 vagy mdso- 0
delkez§ gazdasagok dik ellendrzés)
A feliigyeleti id6szak utolsé két éve
30 (elsé ellendrzé 0 (els6 ellendrzés)
a) Anyadllomdnnyal rendelkezd ) ) (els6 ellendrzés) o 5
gazdasdgok 0 (mésodik ellendrzés) 30 (maS(;célsl; ellendr-
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Az eoészséoiiovi A mintéban taldlhat6 halak szdma (1)
z egészségiigyi

Gazdasdg tipusa ellendrzések
évenkénti szdma

A mintavételek
évenkénti szdma

Az anyadllomény

Novendék halak szdima egyedeinek széma ()

b) Csak anyaillomannyal ren- 30 (els6 és masodik
,, . 2 2 2
delkez$ gazdasigok ellendrzés)
¢) Anyadllomdnnyal nem ren- ) ) 30 (%) (els6 és mésodik

delkez§ gazdasigok

ellendrzés)

A halak 0sszevont mintdnkénti maximadlis szdima: 10

(") A mintdk legkordbban a halak édesvizb6l sés vizbe torténd dthelyezése utdn harom héttel gytjthetSk.

(® Az anyadllomdnybdl szarmazé petefészek- vagy ondéfolyadékot az ivarérettség elérésekor, a lefejéssel egy idében kell gytijteni.

() Annyi halbdl kell mintdt venni, amennyi a vizsgdlati elrendezés szerinti 10 %-os prevalencia mellett 95 %-os megbizhatdsdggal biz-
tositja a VHSV vagy az IHNV kimutatdsat.

1.C. tdbldzat

Az 1.3. pontban emlitett, a VHS, illetve az IHN tekintetében betegségtGl mentes stitus fenntartdsira szolgdlo,
Ovezetek vagy teriileti egységek feliigyeleti rendszere

Kockdzati szint Egészségiigyi ellendrzések szdma A mintédban taldlhaté halak szdma (%)
magas évente kétszer 30 () ()
kozepes évente egyszer 30 (1)
alacsony kétévente egyszer 30 (1)

A halak 6sszevont mintdnkénti maximadlis szdma: 10

(') A mintdk legkordbban a halak édesvizbdl sos vizbe torténd athelyezése utdn harom héttel gydjthetSk.

( Annyi halbdl kell mintdt venni, amennyi a vizsgélati elrendezés szerinti 10 %-os prevalencia mellett 95 %-os megbizhatdsdggal biz-
tositja a VHSV vagy az IHNV kimutatdsat.

(}) Minden egészségiigyi ellendrzés esetében venni kell legaldbb egy mintit.

2. RESZ

A KOI-HERPESZVIRUSBETEGSEG (KHVD) ESETEN ALKALMAZANDO FELUGYELETI ES VEDEKEZESI MODSZEREK

L A koi-herpeszvirusbetegség (KHVD) tekintetében betegségtGl mentes stitus megszerzését és fenntartdsdt, valamint a
koiherpeszvirussal torténd fert6zés (KHV-fert6zés) megfékezését célzé feliigyeleti és felszimoldsi programokra
vonatkozé kovetelmények

L1 Altaldnos kovetelmények

Amennyiben a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete I. része 2. pontja masodik bekezdésének megfelelGen a vadon
él6 populdcidkban célzott feliigyelet szitkséges, a mintavételi pontok szdmdt és foldrajzi eloszldsat tgy kell
meghatdrozni, hogy az megfelel6 mértékben lefedje a tagdllam, Gvezet vagy teriileti egység teriiletét. A
mintavételi pontoknak a fogékony, vadon él6 populdcidk elforduldsi helye szerinti kiilonboz6 — azaz a folyami
és tavi — okoszisztémak szempontjabdl is reprezentativaknak kell lenniiik.
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A célzott feligyeletnek a fogékony fajokat tarté gazdasigok rendszeres ellendrzésére kell épiilnie. A
gazdasdgokat a betegség kialakuldsat lehet6vé tevd (15 °C feletti) vizh6mérséklet elérésekor, de legkordbban az
emlitett hémérsékleti érték elérésének napjatdl szdmitott két hét elteltével kell ellendrizni. A gazdasigban
taldlhat6 beteg vagy rendellenesen viselkedd halakbdl mintat kell venni, és azt meg kell vizsgdlni.

Amennyiben lehetséges, a virusnak kedvezé hémérsékleti tartomdnyban hosszabb ideig — azaz 15-26 °C-on két-
harom hétig — tartott halakbdl kell mintat venni. Az alabbi megkozelités azonban szintén elfogadhaté:

a) alpopuldcid gytijtése a telel§ tavakbdl a termel6/tenyésztavakba torténd dttelepitéskor, és a halak ugyanazon
termelG/tenyésztavakban tartdsa a h6mérsékletre vonatkozé minimumkovetelmények teljesiiléséig, vagy

b) a lehaldszdskor vagy a halak szokdsos gazddlkoddsi gyakorlatok keretében végzett egyéb kezelése sordn
torténd mintagyijtés. Amennyiben lehetséges, a KHV jobb kimutathatsdga érdekében a mintdkat az emlitett
gazddlkoddsi gyakorlatokat kovetS 24-72 6ran beliil kell gytjteni.

Amennyiben a gazdasdgokban vagy a vadon €16 populdciékban évente egynél tobb alkalommal kell egészségiigyi
ellendrzést vagy mintavételt végezni, az egészségiigyi ellenérzések, illetve a mintagydjtések kozott a lehetd
leghosszabb idének kell eltelnie abban az évszakban, amelyben a vizh6mérséklet valdszintGsithetden eléri az éves
maximumdt, de nem haladja meg a 28 °C-ot.

Minden termelési egységet (példaul tavat és tartdlyt) egészségiigyi ellendrzésnek kell aldvetni az elhullott,
legyengiilt vagy rendellenesen viselkedd halak jelenlétének megéllapitdsa céljabdl.

A Cyprinus carpio fajt és hibridjeit (példaul Cyprinus carpio x Carassius auratus) be kell gytjteni, ha azok
eléfordulnak a gazdasdgban.

A mintaként begytjtendé halak kivélasztdsa a kovetkezdképpen torténik:

i. ha legyengult, rendellenesen viselked6 vagy frissen elhullott (bomldsnak még nem indult) halak is
el6fordulnak, akkor azokat kell kivalasztani;

ii. ha egynél tobb vizforrast haszndlnak halak tenyésztésére, minden vizforrds esetében mintat kell venni az ott
talalhat6 halakbdl;

iii. a kivélasztott halak kozott lenniiik kell oly mdédon begydijtott halaknak, hogy azok a mintdban ardnyosan
képviseljék a gazdasdg minden részét és minden korosztaly dllomanyat.

L.2. A KHVD tekintetében betegségtSl mentes status (. kategdria) megszerzésére vonatkozo kiilon kovetelmények
1.2.1.  Feliigyeleti programok

a) A KHVD tekintetében III. kategbria szerinti egészségiigyi sttusi tagdllam, Ovezet vagy teriileti egység
I. kategéria szerinti egészségiigyi stdtust szerezhet, ha az adott tagillamon, Gvezeten vagy teriileti egységen
beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tartdé valamennyi
gazdasdg eleget tesz a betegségtél mentes stitusra vonatkozdan az irdnyelv V. mellékletében megdllapitott
kovetelményeknek, és amennyiben mindezekben a gazdasigokban és — az emlitett melléklet I. része
2. pontjinak mésodik bekezdésében eldirt esetekben — a vadon él§ populdcidk mintavételi pontjain végrehaj-
tottdk az aldbbi feliigyeleti programok egyikét:

i. ,A” modell — kétéves feliigyeleti program:

A gazdasdgokban vagy mintavételi pontokon a IIl. szakaszban taldlhaté 2.A. tdbldzatban foglaltaknak
megfelelGen legaldbb két egymdst kovetd évre kiterjedS idGszakon dt egészségiigyi ellenSrzéseket végeztek
és mintdkat vettek.

E kétéves idGszakban valamennyi minta esetében a IL2. pontban meghatdrozott diagnosztikai
modszerekkel végzett vizsgdlatnak negativ eredményt kell adnia a KHV tekintetében, tovabbd a KHVD
gyanujat a II1.2. pontban meghatdrozott mintavételi és diagnosztikai mddszereknek megfelelGen ki kell
zarni;
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[2.2.

[.2.2.1.

ii. ,B” modell — csokkentett mintanagysdgt négyéves feliigyeleti program:

A gazdasigokban vagy mintavételi pontokon a III. szakaszban taldlhaté 2.B. tablazatban foglaltaknak
megfelelen legalabb négy egymdst kovet8 évre kiterjed§ idészakon 4t egészségiigyi ellendrzéseket
végeztek és mintdkat vettek.

E négyéves idGszakban valamennyi minta esetében a I1.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai
modszerekkel végzett vizsgdlatnak negativ eredményt kell adnia a KHV tekintetében, tovdbbd a KHVD
gyanujat a I1.2. pontban meghatdrozott mintavételi és diagnosztikai médszereknek megfelelGen ki kell
zarni;

b) Ha az a) pontban emlitett négyéves feliigyeleti program végrehajtdsa sordn a programban részt vevs valamely
gazdasdgban megerGsitést nyer a KHV-fert6zés, és igy a gazdasdg II. kategéria szerinti egészségiigyi statusat
visszavonjdk, az adott gazdasdg azonnal visszaszerezheti a II. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusdt és a
betegségt6l mentes stitus megszerzése érdekében folytathatja a feliigyeleti program végrehajtdsit az
1.2.2. pontban ismertetett felszdmoldsi program végrehajtdsa nélkiil, amennyiben eleget tesz az aldbbi feltéte-
leknek:

i. olyan kontinentdlis gazdasig, amelynek egészségiigyi allapota — a 2006/88[EK irdnyelv V. melléklete
II. része 3. pontjanak megfelelen — a KHVD tekintetében fliggetlen a kornyezd természetes vizekben él§
vizidllat-populdciok egészségiigyi dllapotatdl;

ii. a gazdasdgot kitiritették, kitisztitottak, fertStlenitették és pihentették; a pihentetési id6szak hossza legalabb
hat hét;

iii. olyan gazdasdg, amelyben a KHVD tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi statusu tagallamokbdl,
ovezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szarmazo halakkal végeztek dllomdnypotlast.

Felszdmoldsi programok
Altaldnos kévetelmények

A KHVD tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi statusi tagdllam, Gvezet vagy teriileti egység az emlitett,
jegyzékbe foglalt betegség tekintetében 1. kategdria szerinti egészségiigyi stitust szerezhet, amennyiben az adott
tagdllamon, ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt
fogékony fajokat tartd valamennyi gazdasdgban végrehajtottdk legaldbb az aldbbi felszdmoldsi programot:

a) Eredményesen alkalmazdsra keriiltek a 2006/88/EK iranyelv V. mellékletének 4. szakaszdban megallapitott
jarvanyvédelmi minimumintézkedések, tovdbbd a hatésigilag KHV-fert6zottnek nyilvanitott gazdasig(ok)
kozelében védelmi korzetet és megfigyelési korzetet magdban foglald, az irdnyelv 32. cikkének b) pontjdban
emlitett elszigetelési teriiletet hoztak létre.

Az elszigetelési teriiletet eseti alapon kell meghatdrozni, a KHVD tenyésztett és vadon €él6 halakra valé étterje-
désének kockdzatit befolydsolé tényezdk figyelembevételével, mint példdul: a KHV-fert6zott gazdasigban
tartott, elhullott halak szdma, ardnya és eloszldsa; a szomszédos gazdasidgok egymadstdl valé tdvolsdga és
stirtisége; a vagohidakhoz val6 kozelség; a kontaktgazdasdgok; a gazdasdgokban el6fordulé fajok; az érintett
és a szomszédos gazdasdgokban alkalmazott tenyésztési gyakorlatok; a hidrodinamikai feltételek és egyéb,
jarvanyligyi jelentGségti azonositott tényezdk.

A védelmi és a megfigyelési korzetek 1étrehozdsdndl az aldbbi minimumkoévetelmények alkalmazanddk az
emlitett korzetek foldrajzi hatdrainak megdllapitdsa tekintetében:

i. a hatésdgilag KHV-fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg kozvetlen kozelében védelmi korzetet kell 1étrehozni,
amely megfelel a hatésagilag KHV-fertézottnek nyilvanitott gazdasdg teljes vizgyijt6 teriiletének; az
illetékes hatdsdg a korzet kiterjedését a vizgytijtd teriilet egyes részeire korldtozhatja, amennyiben ez nem
veszélyezteti a KHVD terjedésének megelGzését;

ii. a védelmi korzet teriiletén kiviil megfigyelési korzetet kell 1étrehozni, amely a létrehozott védelmi korzeten
kiviilre terjed§ teriiletnek felel meg;
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b) A védelmi korzeten belill a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tartd
valamennyi gazdasigban, melyet nem nyilvanitottak hatdsdgilag KHV-fertGzottnek, legaldbb a kovetkezdkre
kiterjedd hatdsagi vizsgélatot kell végezni:

i. 10 halbdl dll6 minta vétele vizsgdlat céljabdl, amennyiben KHVD-re utalé klinikai vagy kérbonctani
elvaltozasok figyelhet6k meg, vagy legaldbb 30 halbdl 4ll6 minta vétele vizsgdlat céljabdl, amennyiben
klinikai vagy kérbonctani elvdltozdsok nem figyelheték meg;

ii. egy alkalommal végzett egészségiigyi ellendrzés: azokban a gazdasdgokban, amelyekben a III.2. pontban
emlitett vizsgalatok negativ eredményt adtak, a védelmi korzet 1.2.2.1. ¢) pont szerinti felolddsdig tovabbra
is havonta egyszer egészségiigyi ellen6rzést kell végezni abban az évszakban, amikor a vizhémérséklet
valészindsithetGen eléri a 15 °C feletti értéket.

¢) A hatésdgilag KHV-fert6zottnek nyilvanitott osszes gazdasdgot ki kell tiriteni, ki kell tisztitani, fertStleniteni
és pihentetni kell. A pihentetési idGszak hossza legaldbb hat hét. Az ugyanazon a védelmi korzeten beliili,
hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott 6sszes gazdasdg kiiiritését kovetSen legaldbb hdromhetes parhuzamos
pihentetési id8szakot kell alkalmazni. Ez a bekezdés a felszdmoldsi program végrehajtdsa sordn hatdsdgilag
fert6zottnek nyilvanitott Gj gazdasdgokra is alkalmazandé.

A hatésagilag fertézottnek nyilvanitott gazdasagok pihentetése sordn a védelmi korzeteket megfigyelési
korzetekké kell alakitani.

Az illetékes hat6sdg elrendelheti a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil taldlhaté mads
gazdasdgok kitiritését, tisztitdsat, fertGtlenitését és pihentetését. A pihentetési id6szak hosszit eseti kockdzatér-
tékelést kovetSen az illetékes hatosdg allapitja meg.

d) A hatésdgilag KHV-fert6zottnek nyilvanitott sszes gazdasdgban és a létrehozott védelmi és megfigyelési
korzeteken belill taldlhatd, valamennyi egyéb pihentetett gazdasdgban a kovetkezdképpen keriil sor dllomény-
poétldsra:

i. a KHVD tekintetében 1. kategdria szerinti egészségiigyi stitusii tagdllamokbdl, dvezetekbdl vagy teriileti
egységekbdl szdrmazé halakkal; vagy

ii. a 2020. december 31-ig tarté dtmeneti iddszakban: jévahagyott KHVD-feliigyeleti programmal rendelkezd
tagdllamokbdl, ovezetekbdl vagy tertileti egységekbdl szarmazo halakkal.

Allomédnypétlsra csak akkor keriil sor, ha a hatésagilag KHV-fert6zottnek nyilvanitott osszes gazdasgot az
1.2.2.1. ¢) pontnak megfelelGen kiiiritették, kitisztitottak, fertStlenitették és pihentették.

e) A felszdmoldsi program hatdlya ald tartozé tagallamon, dvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK
irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasdgra és a vadon él6
populdciékban végzendS megfigyelés kotelezettsége esetén az L1. pontnak megfelelGen kivalasztott
mintavételi pontokra vonatkozéan a késébbiekben az 1.2.1. pontban foglalt feliigyeleti programot kell
alkalmazni.

1.2.2.2. A kordbban KHVD-mentesnek nyilvanitott egyetlen gazdasagot magukban foglalé kontinentalis teriileti egységek
betegségtSl mentes statusdnak visszaszerzésére vonatkozé kovetelmények

Az a KHVD tekintetében 1. kategdria szerinti egészségiigyi stdtusi, egyetlen gazdasigot magdban foglald
kontinentdlis teriileti egység, amelynek egészségiigyi dllapota a KHVD tekintetében — a 2006/88/EK irdnyelv
V. melléklete II. része 3. pontjdnak megfelelSen — fiiggetlen a kornyezd természetes vizektdl, és amelynek a
KHVD tekintetében az 1. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusdt az irdnyelv 53. cikkének (3) bekezdésével
osszhangban visszavontdk, kozvetleniil azutdn visszaszerezheti az I. kategdria szerinti egészségiigyi stdtust,
miutdn az illetékes hat6sdg megerGsitette, hogy eleget tesz az aldbbi feltételeknek:

a) a gazdasdgot kiiiritették, kitisztitottdk, fertGtlenitették és pihentették; a pihentetési idGszak hossza legalabb
hat hét;

b) a gazdasigban a KHVD tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi statust tagdllamokbdl, ovezetekbdl
vagy terilleti egységekbdl vagy jévahagyott KHVD-feliigyeleti programmal rendelkezd (II. kategéria szerinti
egészségiigyi statust) teriileti egységekbdl szdrmazd halakkal végeztek dllomdnypotldst.
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L.3. A KHVD tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi status fenntartdsdra vonatkozo kiilon kovetelmények

Amennyiben az 1. kategdria szerinti egészségiigyi stitusnak a 2006/88/EK tandcsi irdnyelv 52. cikkében foglalt
rendelkezések szerinti fenntartdsahoz célzott feliigyelet sziikséges, az érintett tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti
egységen belilli, az emlitett irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tart6 valamennyi
gazdasdgban egészségiigyi ellendrzést kell végezni, és ott az e rész I szakaszdban foglalt 2.B. tdbldzatnak
megfelelGen a gazdasigok KHV-fert6z8dés tekintetében fenndllé kockazati szintjének figyelembevételével mintét
kell venni.

A kontinentdlis teriileteken taldlhaté és a KHVD tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete II. része
2. pontjanak megfelel6en a kornyezd természetes vizeknek az emlitett, jegyzékbe foglalt betegséggel kapcsolatos
egészségligyi allapotatdl fiiggs egészségiigyi dllapotti gazdasdgo(ka)t magukban foglald, a KHVD tekintetében
I. kategéria szerinti egészségiigyi sttust teriileti egységekre vonatkozd egészségiigyi ellendrzés gyakorisiga
megfelel a 2.C. tdbldzat szerinti, magas kockdzati szintre megdllapitott szdmnak.

Azokban a tagillamokban, Gvezetekben vagy teriileti egységekben, ahol kevés gazdasdg taldlhatd, és e
gazdasigok célzott feliigyelete nem biztosit elegendd jarvanyligyi adatot, a betegségtSl mentes status fenntartdsat
célz6 feliigyeleti rendszereknek ki kell terjedniiik az I.1. pontban foglalt kovetelményeknek megfelelGen
kivélasztott mintavételi pontokra.

A mintavételi pontokon oly médon kell ellendrzést és mintavételt végezni, hogy azok 50 %-a évente
cserélédjon. A mintavételt a III. szakaszban taldlhat6 2.C. tdblazatnak megfelelGen kell elvégezni. A mintdkat a
II. szakaszban ismertetett modon kell kivalasztani, el6késziteni és megvizsgdlni, és a laboratériumi vizsgala-
toknak a KHVD-kérokoz6 jelenlétét tekintve negativnak kell lenniiik.

A Dbetegségt6l mentes stitus csak addig tarthaté fenn, amig a IL2. pontban meghatdrozott diagnosztikai
modszerekkel vizsgdlt valamennyi minta negativ eredményt ad a KHVD tekintetében; a KHVD gyandjit a
IIL.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai modszereknek megfelelGen ki kell zdrni.

L.4. A KHVD tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi statusu tagdllamokban, teriileti egységekben vagy
ovezetekben a KHVD tekintetében III. kategéria szerinti egészségiligyi stdtus megszerzése érdekében a
2006/88EK iranyelv 39. cikkében el6irt zdrlati intézkedések felolddsdra vonatkozé kiilon kovetelmények

A KHVD tekintetében V. kategoria szerinti egészségiigyi sttusu tagallam, Gvezet vagy teriileti egység az emlitett,
jegyzékbe foglalt betegség tekintetében III. kategéria szerinti egészségiigyi statust szerezhet, amennyiben:

a) az 1.2.2.1. szakasz a), b) és c) pontjaban foglalt kovetelmények teljesiilnek. Abban az esetben, ha a pihentetés
technikailag nem lehetséges, az érintett gazdasdgokra alternativ intézkedést kell alkalmazni, amely csaknem
hasonlé garancidt biztosit a KHV-nek a gazdasdg kornyezetében valé felszdmoldséra;

b) a hatdsdgilag fertézottnek nyilvanitott Gsszes gazdasigban, valamint a létrehozott védelmi és megfigyelési
korzeteken belili pihentetett, illetve az a) pontnak megfelel6en alternativ intézkedések hatdlya ald helyezett
valamennyi egyéb gazdasigban a KHVD tekintetében I, II. vagy IIl. kategdria szerinti egészségiigyi statusd
tagdllamokbdl, 6vezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazé halakkal végeztek dllomanypdtlast;

¢) dllomanypdétldsra csak akkor keriilt sor, ha a hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott Osszes gazdasdgot
kitirftették, kitisztitottdk, fertStlenitették és pihentették, illetve az a) pontnak megfelelden alternativ
intézkedések hatdlya ald helyezték.

1. A KHVD tekintetében betegségtdl mentes stitus megszerzésére és fenntartisira szolgdlo, feliigyeleti célda
diagnosztikai és mintavételi modszerek

IL.1. Mintdk

A vizsgélandé szovetmintdk a kopoltytl és a vese egyes részei. Legfeljebb két halbdl szdrmazé szervdarabok
vonhatdk 6ssze (,poolozhatdk”).

I.2. A KHVD tekintetében betegségt6l mentes stitus megszerzésére és fenntartdsira szolgdlo, feliigyeleti céla
diagnosztikai médszerek

A 1L melléklet 2. részének II. pontjdban foglalt részletes diagnosztikai médszereknek és eljarasoknak megfelel, a
KHVD tekintetében betegségtSl mentes stitus megszerzésére vagy fenntartdsdra szolgdlé diagnosztikai médszer a
valds idejti PCR (qPCR).
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1L A KHVD gyandjinak megerdsitésére vagy kizdrdsira irdnyulé hatdsigi vizsgdlatok esetében alkalmazand6
diagnosztikai és mintavételi modszerek
IL.1. Mintdk
A vizsgélandé szovetmintdk a kopoltytl és a vese egyes részei. Legfeljebb két halbdl szdrmazé szervdarabok
vonhatdk 6ssze (,poolozhatdk”).
IL.2. A KHV-fert6zés jelenlétének kizdrdsdra és megerdsitésére szolgdlé hatdsagi vizsgdlati és diagnosztikai médszerek

Ha a KHVD gyantjit a 2006/88EK irdnyelv 28. cikkének megfelel6en meg kell erdsiteni vagy ki kell zdrni, az
alabbi ellendrzési, mintavételi és vizsgdlati eljards kovetends:

a) hatdsdgi vizsgdlat, mely legaldbb egy alkalommal végzett egészségiigyi ellendrzést és egy alkalommal
10 halbdl ll6 minta vételét foglalja magaban, amennyiben KHV-fert6zésre utal6 klinikai vagy kérbonctani
elvéltozdsok figyelhet6k meg, vagy 30 halbdl dll6 minta vételét, amennyiben nem figyelhet6k meg klinikai
vagy koérbonctani elvaltozdsok. A mintdkat a b) pontban foglalt diagnosztikai mddszerrel kell megvizsgdlni a
II. melléklet 2. részének II. pontjdban foglalt részletes diagnosztikai modszereknek és eljardsoknak

megfelelGen;

b) a KHV-fert6zés jelenléte megerdsitettnek tekintendd, ha a KHV kimutatdsa polimerdz ldncreakcié (PCR) Gtjdn

torténik;

a KHVD gyandja kizdrhato, ha ez a vizsgdlat nem tdr fel a KHV jelenlétére utalé tovabbi bizonyitékot.

2.A. tdbldzat

pad

Az 1.2.1. pontban emlitett, a KHVD tekintetében betegségtl mentes stitus megszerzését megel§zd kétéves
ellendrzési idGszakra vonatkozd, ovezetek és teriileti egységek feliigyeleti rendszere

A klinikai vizsgd-
latok évenkénti

A laboraté6riumi
vizsgalatok éven-

A mintdban taldl-

(kétévenkénti) kénti (kétévenkénti) | hatd halak szdma
szdma szdma
Gazdasdgok/mintavételi | A feliigyeleti idGszak elsé két ) ) 75 ()

helyek

eve

A halak 6sszevont mintdnkénti maximalis szdma: 2

(") Annyi halbdl kell mintdt venni, amennyi a vizsgélati elrendezés szerinti 5 %-os prevalencia mellett 95 %-0s megbizhatdsdggal bizto-

sitja a KHV kimutatdsat.

2.B. tdbldzat

Az 1.2.1. pontban emlitett, a KHVD tekintetében betegségtdl mentes stdtus megszerzését megel§z6 négyéves
ellendrzési idGszakra vonatkozd, dvezetek és teriileti egységek feliigyeleti rendszere

A Kklinikai vizsgd-
latok évenkénti

A laboratériumi
vizsgalatok éven-

A mintéban taldl-
hat6 halak szdma

szdma kénti szdma
Gazdasigok/mintavételi | A feliigyeleti id6szak els6 két
. 1 1 30
helyek éve
Gazdasdgok/mintavételi | A feliigyeleti id6szak utolsé két ) ) 30

helyek

eve

A halak 6sszevont mintdnkénti maximadlis szdma: 2
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2.C. tdbldzat

Az 1.3. pontban emlitett, a KHVD tekintetében betegségtSl mentes stitus fenntartisdra szolgild, 6vezetek vagy
teriileti egységek feliigyeleti rendszere

Kockdzati szint Egészségiigyi ellenérzések szdma A mintdban taldlhat6 halak szdma
magas évente kétszer 30
kozepes évente egyszer 30
alacsony kétévente egyszer 30

A halak 0sszevont mintdnkénti maximadlis szdma: 2

2.D. tdbldzat

17,

A KHVD tekintetében betegségtdl mentes stitus fenntartisira szolgilé, az 1.3. pontban elGirt feliigyeleti
rendszer azokban a tagillamokban, ovezetekben vagy teriileti egységekben, amelyekben kevés gazdasig
taldlhatd, és e gazdasigok célzott feliigyelete nem biztosit elegendd jarvanyiigyi adatot

A Klinikai vizsgdlatok A laboratériumi vizsgdlatok A mintdban taldlhaté halak
évenkénti szdma évenkénti szdma szdma
Mintavételi pontok kétévente egyszer kétévente egyszer 30

A halak 6sszevont mintdnkénti maximadlis szdma: 2

3. RESZ

A LAZACOK FERTOZO VERSZEGENYSEGE (ISA) ESETEN ALKALMAZANDO FELUGYELETI ES VEDEKEZESI
MODSZEREK

L Az ISA tekintetében betegségtsl mentes stitus megszerzését és fenntartdsdt, valamint a HPR-deletdlt ISAV-fert6zések
megfékezését célzo feliigyeleti és felszdmoldsi programokra vonatkoz6 kovetelmények

L1.  Altalinos kovetelmények

Amennyiben a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete 1. része 2. pontja mdsodik bekezdésének megfelelGen a
gazdasagokban évente egynél tobb alkalommal kell egészségiigyi ellenSrzést és mintavételt végezni, az
egészségiigyi ellendrzések kozott, illetve a mintagydjtések kozott a lehetd legtobb id6nek kell eltelnie.

Amennyiben a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete I. része 2. pontja mdsodik bekezdésének megfelelGen a vadon
él6 populdciokban célzott feliigyelet sziikséges, a mintavételi pontok szdmét és foldrajzi eloszldsat tgy kell
meghatdrozni, hogy az megfelel6 mértékben lefedje a tagdllam, Ovezet vagy teriileti egység teriiletét. A
mintavételi pontoknak azon killonb6z6 okoszisztémdk szempontjabdl is reprezentativaknak kell lenniiik,
amelyekben a fogékony, vadon él6 populaciok taldlhatok.

Az egészséguigyi ellendrzéseket minden termelési egységben (példdul tavakban, tartdlyokban, halés ketrecekben)
el kell végezni az elhullott, legyengiilt vagy rendellenesen viselked§ halak jelenlétének megdllapitdsa céljabol.
Kiilonos figyelmet kell forditani a vizkifolyds kornyékére, ahol a vizdramlds miatt a legyengiilt halak hajlamosak
osszegytlni.
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A mintaként begytjtendé halak kivélasztdsa a kovetkezdképpen torténik:

a) Csak elhulldshoz kozeli (moribund) éllapotban 1év8 vagy frissen elhullott, de bomldsnak még nem indult
halakat kell kivélasztani; elsGsorban a vérszegénységet, vérzéseket vagy egyéb, keringési zavarokra utald
klinikai tiineteket mutaté halakat kell begytjteni.

b) Ha a mintavételi helyen taldlhaté fogékony fajok kozott van atlanti lazac, akkor elsésorban atlanti lazacokbol
kell mintat venni. Ha a halgazdasdgban nincs atlanti lazac, mas fogékony fajokbdl kell mintdt venni.

¢) Ha egynél tobb vizforrdst hasznadlnak halak tenyésztésére, minden vizforrds esetében mintat kell venni az ott
talalhat6 halakbol;

d) A kivdlasztott halak kozott lenniiik kell oly médon begytjtott halaknak, hogy azok a mintdban ardnyosan
képviseljék a gazdasdg valamennyi termelési egységét (példaul halds ketreceit, tartalyait és tavait) és minden
év allomanyat.

L.2. Az ISA tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi status megszerzésére vonatkozoé kiilon kovetelmények
1.2.1.  Feliigyeleti programok

Az a tagdllam, Ovezet vagy teriileti egység, amely az ISA tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv III. melléklete
B. részének megfeleld I kategdria szerinti egészségiigyi stdtussal rendelkezik, az emlitett, jegyzékbe foglalt
betegség tekintetében I. kategdria szerinti egészségiigyi stdtust szerezhet, amennyiben az adott tagillamon,
ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének I részében felsorolt fogékony
fajokat tarté valamennyi gazdasdg eleget tesz az irdnyelv V. melléklete vonatkozé kovetelményeinek, és
amennyiben mindezekben a gazdasigokban és — az irdnyelv V. melléklete 1. része 2. pontjdnak mdsodik
bekezdésében eldirt esetekben — az emlitett pontnak megfelelGen kivélasztott vadon €16 populdcidk mintavételi
pontjain végrehajtottdk az aldbbi feliigyeleti programot:

a) a gazdasigokban vagy mintavételi pontokon a II. szakaszban taldlhaté 3.A. tdbldzatban foglaltaknak
megfelelGen legaldbb két egymadst kovetd évre kiterjedS idészakon at egészségligyi ellendrzéseket végeztek és
mintakat vettek;

b) e kétéves id@szakban valamennyi minta esetében a II.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai mddszerekkel
végzett vizsgalatnak negativ eredményt kell adnia a HPR-deletdlt ISAV tekintetében, tovabbd az ISA gyandjat
a I.3. pontban meghatdrozott mintavételi és diagnosztikai mddszereknek megfelelGen ki kell zarni;

¢) ha a feliigyeleti program végrehajtdsa sordn a programban részt vev$ valamely gazdasigban az ISA
megerdsitést nyer, és igy a gazdasdg II. kategdria szerinti egészségiigyi statusdt visszavonjak, az 1.2.2. pontnak
megfelelGen felszdmoldsi programot kell végrehajtani.

1.2.2.  Felszdmoldsi programok
1.2.2.1. Altalinos kovetelmények

Az ISA tekintetében kordbban V. kategéria szerinti egészségiigyi statusi tagdllam, Gvezet vagy teriileti egység az
emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében 1. kategdria szerinti egészségiigyi statust szerezhet, amennyiben
az adott tagallamon, 6vezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében
felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigban az aldbbi a)-e) pontnak megfelel§ felszdmoldsi
programot hajtottak végre:

a) Eredményesen alkalmazdsra keriiltek a 2006/88/EK irdnyelv V. mellékletének 3. szakaszaban megallapitott
jarvanyvédelmi minimumintézkedések, tovabba a hatdsagilag HPR-deletdlt ISAV-val vagy megerdsitetten
ISA-val fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg(ok) kozelében védelmi korzetet és megfigyelési korzetet magaban
foglalé, az iranyelv 32. cikkének b) pontjdban emlitett elszigetelési teriiletet hoztak létre.

Az elszigetelési teriiletet eseti alapon kell meghatdrozni, az ISA tenyésztett vagy vadon él6 halakra valo
atterjedésének kockazatat befolydsold tényezék figyelembevételével, mint példdul: a HPR-deletdlt ISAV-val
vagy megerGsitetten ISA-val fert6zott gazdasdgban tartott, elhullott halak szdma, ardnya és eloszlisa; a
szomszédos gazdasdgok egymdstdl vald tdvolsdga és siirlisége; a vagohidakhoz val6 kozelség; a kontaktgaz-
dasdgok; a gazdasigokban el6fordulé fajok; az érintett és a szomszédos gazdasigokban alkalmazott
tenyésztési gyakorlatok; a hidrodinamikai feltételek és egyéb, jarvanyiigyi jelent8ségii azonositott tényezsk.
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A védelmi és a megfigyelési korzetek 1étrehozdsdndl az aldbbi minimumkovetelmények alkalmazanddk az
emlitett korzetek foldrajzi hatdrainak megdllapitdsa tekintetében:

i. a hatdsagilag ISA-fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg kozvetlen kozelében védelmi korzetet kell 1étrehozni,
amely a kovetkezSknek felel meg:

1. part menti teriileteken: legaldbb az drapdlyovezet szélességének megfelel§ vagy legaldbb 5 km sugart
kor teriilete (a nagyobb érték a mérvadd), amelynek kozepe a hatdsigilag ISA-fert6zottnek nyilvanitott
gazdasdg, vagy egy ennek megfelel6, a vonatkozé hidrodinamikai vagy jarvanyligyi adatoknak
megfeleléen meghatarozott teriilet;

2. belvizi teriileteken: a hatésdgilag ISA-fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg teljes vizgy(ijts teriilete; az
illetékes hatdsdg a korzet kiterjedését a vizgy(jts teriilet egyes részeire korldtozhatja, amennyiben ez
nem veszélyezteti az ISA terjedésének megelGzését;

ii. a védelmi korzet teriiletén kiviil megfigyelési korzetet kell létrehozni, amely a kovetkezSknek felel meg:

1. part menti teriileteken: a védelmi korzetet koriilvevs, egymast atfed§ drapalyGvezetekbdl all6 teriilet;
vagy a védelmi korzetet korilvevs, a védelmi korzet kozéppontjatdl szdmitott 10 km sugard kor
teriillete; vagy egy ennek megfelels, a vonatkozé hidrodinamikai vagy jdrvanytigyi adatoknak
megfelel6en meghatirozott teriilet; vagy

2. belvizi teriileteken: a létrehozott védelmi korzeten kiviil es§ kiterjesztett teriilet.

b) A védelmi korzeten beliil a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tart6
valamennyi gazdasagban, melyet nem nyilvanitottak hatdsdgilag ISA-fert6zottnek, legaldbb a kovetkezdkre
kiterjedd hatdsagi vizsgalatot kell végezni:

i. legaldbb 10 elhullishoz kozeli (moribund) allapotban 1évé halbdl dll6 minta vétele vizsgdlat céljabdl,
amennyiben ISA-ra utald klinikai vagy kérbonctani elvaltozdsok figyelhet6k meg, vagy legaldbb 30 hal
vizsgalata céljabol végzett mintagydjtés, amennyiben klinikai vagy korbonctani elvéltozdsok nem
figyelhet6k meg;

ii. egy alkalommal végzett egészségiigyi ellendrzés: azokban a gazdasigokban, amelyekben az i. alpontban
emlitett vizsgdlatok negativ eredményt adtak, a védelmi korzet 1.2.2.1. ¢) pont szerinti felolddsdig tovdbbra
is havonta egyszer kell egészségiigyi ellenGrzést végezni;

c) A HPR-deletdlt ISAV-val vagy megerdsitetten ISA-val hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott dsszes gazdasagot
ki kell diriteni, ki kell tisztitani, fertGtleniteni kell és legalabb harom hénapig pihentetni kell. A védelmi és a
megfigyelési korzetek feloldhatok, ha a védelmi korzeten beliili valamennyi gazdasdgot kiiritették, kitiszti-
tottdk, fertGtlenitették, és azokra legaldbb hathetes parhuzamos pihentetési id6szakot alkalmaztak.

A hatésagilag fert6zottnek nyilvanitott gazdasdgok pihentetése sordn a védelmi korzeteket megfigyelési
korzetekké kell alakitani.

Az illetékes hat6sdg elrendelheti a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil taldlhaté mads
gazdasdgok kitiritését, tisztitdsat, fertGtlenitését és pihentetését. E gazdasdgok esetében a pihentetési idGszak
hosszit eseti kockdzatértékelést kovetden az illetékes hatdsdg dllapitja meg;

d) A HPR-deletdlt ISAV-val vagy megersitetten ISA-val hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott Osszes
gazdasigban, valamint a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil taldlhaté valamennyi egyéb
pihentetett gazdasigban az ISA tekintetében I. kategéria szerinti tagdllamokbdl, ovezetekbdl vagy teriileti
egységekbdl szdrmazo halakkal kell dlloméanypétldst végezni.

Alloménypétlasra csak akkor keriilhet sor, ha a hatésagilag fertézottnek nyilvanitott osszes gazdasigot az
1.2.2.1. ¢) pontnak megfelelGen kiiiritették, kitisztitottak, fertStlenitették és pihentették;

e) A felszdmoldsi program hatdlya ald tartozé tagallamon, dvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK
irdnyelv IV. mellékletének II részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigra és a vadon él§
populdciékban végzendS megfigyelés kotelezettsége esetén az L1. pontnak megfeleléen kivalasztott
mintavételi pontokra vonatkozéan a késGbbiekben az 1.2.1. pontban foglalt feliigyeleti rendszert kell
alkalmazni.
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1.2.2.2. A kordbban I. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusi, egyetlen gazdasigot magukban foglalé kontinentdlis
terileti egységek betegségtSl mentes stdtusdnak visszaszerzésére vonatkozé kovetelmények

Az ISA tekintetében I. kategdria szerinti egészségiigyi stitusi, egyetlen gazdasigot magdban foglalé azon
kontinentélis terileti egység, amelynek egészségiigyi dllapota — a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete II. része
3. pontjanak megfeleléen — fiiggetlen a kornyezd természetes vizektSl, és amelynek az 1. kategéria szerinti
egészségligyi statusat az irdnyelv 53. cikke (3) bekezdésének megfelelGen visszavontdk, kozvetleniil azutdn vissza-
szerezheti a stdtust, miutdn az illetékes hat6sdg megerdsitette az aldbbi feltételek teljesiilését:

a) a gazdasdgot kiiiritették, kitisztitottdk, fertGtlenitették és pihentették; a pihentetési idGszak hossza legalabb
hat hét;

b) olyan gazdasig, amelyben az ISA tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusii tagallamokbdl,
ovezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazo halakkal végeztek dllomanypotldst.

L.3. Az ISA tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi stdtus fenntartdsira vonatkozd jarvanyvédelmi minimu-
mintézkedések

Amennyiben az 1. kategdria szerinti egészségiigyi statusnak a 2006/88/EK tandcsi irdnyelv 52. cikkében foglal
rendelkezések szerinti fenntartasdhoz célzott feliigyelet sziikséges, az érintett tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti
egységen beluli, az irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi
gazdasigban egészségiigyi ellenGrzéseket kell végezni és mintdkat kell venni az e rész II. szakaszdban foglalt
3.B. tabldzatnak (') megfeleléen, a gazdasigok ISA-fert6z6dés tekintetében fenndllé kockdzati szintjének
figyelembevételével.

A kontinentdlis teriileteken taldlhatd, és az ISA tekintetében a kornyezd, atlanti lazacnak (Salmo salar) otthont
add természetes vizek egészségiigyi dllapotatdl fiiggd egészségiigyi statush teriileti egységekre vonatkozdan az
ISA tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi stitus megszerzésére irdnyuld egészségiigyi ellenGrzés gyakori-
sdganak meghatrozdsakor az ISA-fert6z8dés kockdzatat magasnak kell tekinteni.

Az ISA tekintetében betegségtdl mentes status csak addig tarthaté fenn, amig a I1.2. pontban meghatarozott
diagnosztikai modszerekkel vizsgalt valamennyi minta negativ eredményt ad a HPR-deletdlt ISAV tekintetében, és
az ISA gyanujat a IL.3. pontban meghatdrozott diagnosztikai mddszereknek megfelelGen kizartdk.

L.4. A kordbban V. kategéria szerinti egészségiigyi stitusti tagdllamokban, ovezetekben vagy teriileti egységekben a
HPR-deletdlt ISAV tekintetében III. kategdria szerinti egészségiigyi stitus megszerzésére vonatkozé kiilon kovetel-
mények

Az ISA tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi statusi tagéllam, Gvezet vagy teriileti egység III. kategéria
szerinti egészségiigyi statust szerezhet, amennyiben:

a) az 1.2.2.1. szakasz a), b) és c) pontjiban foglalt kovetelmények teljesiilnek. Abban az esetben, ha a pihentetés
technikailag nem lehetséges, a gazdasdgokra alternativ intézkedést kell alkalmazni, amely csaknem hasonlé
garancidt biztosit az ISAV-nak a gazdasdg kornyezetében valé felszdmoldsara;

b) a hatdsdgilag fertézottnek nyilvanitott Gsszes gazdasigban, valamint a 1étrehozott védelmi és megfigyelési
korzeteken belli pihentetett, illetve az a) pontnak megfelel6en alternativ intézkedések hatdlya ald helyezett
valamennyi egyéb gazdasigban az ISA tekintetében I, II vagy Il kategéria szerinti egészségiigyi statust
tagallamokbdl, 6vezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazé halakkal végeztek dllomanypétlast;

¢) az édllomdnypétlasra csak azt kovetSen kerillt sor, hogy a hatdsdgilag fert6zottnek nyilvdnitott Osszes
gazdasdgot kiiiritették, kitisztitottdk, fertétlenitették és pihentették, illetve az a) pontnak megfelelGen
alternativ intézkedések hatdlya ald helyezték;

d) az a), b) és ¢) pontban emlitett intézkedések lezarasat kovetS kétéves idGszakban nem erdsitették meg HPR-
deletdlt ISAV el6fordulasit, és a szoban forgd idészakban a I1.3. pontban foglalt eljardsoknak megfelelGen
ennek gyandjat kizdrtdk.

(") Nem vonatkozik azokra a csak szivdrvanyos pisztrangot (Oncorhynchus mykiss) vagy csak sebes pisztrangot (Salmo trutta) vagy mindkettSt
tart6 gazdasdgokra, amelyek vizelldtdsa kizdrdlag olyan édesvizi forrdsokon alapul, amelyekben nem taldlhat6 atlanti lazac (Salmo salar).
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IL Diagnosztikai moédszerek és hatdsagi vizsgilatok
IL.1. Mintdk
A vizsgdlandé szovetmintdk a kovetkezSk:
a) szovettani vizsgdlat: fejvese, mdj, sziv, hasnyalmirigy, belek, 1ép és kopoltyt;

b) immunhisztokémiai vizsgalat: kozépvese és sziv, beleértve a szivbillentytiket és az aortahagymaét (bulbus
arteriosus) is;

¢) RT-qPCR-elemzés: kozépvese és sziv;
d) virustenyészet: kozépvese, sziv, méj és lép.

Legfeljebb 6t halbdl szdrmazé szervdarabok vonhaték ssze (,poolozhatdk”).

I.2. Az ISA tekintetében betegségtél mentes stdtus megszerzésére vagy fenntartdsira szolgdlé diagnosztikai
modszerek

Az ISA tekintetében betegségtSl mentes stitus megszerzésére vagy fenntartdsara szolgalé diagnosztikai modszer
az 1.2. és 1.3. pontnak megfelelden az RT-qPCR, valamint azt kovetSen a pozitiv mintdk szekvendldsa a
IL. melléklet 3. részében foglalt részletes modszereknek és eljarasoknak megfelelGen.

Az RT-qPCR porzitiv eredménye esetén a 2006/88/EK irdnyelv 28. cikkében elSirt kezdeti jarvanyvédelmi
intézkedések végrehajtdsa el6tt tovabbi mintdkat kell vizsgalni.

A mintdk vizsgalata a II. melléklet 3. részében foglalt részletes méodszereknek és eljardsoknak megfelelGen, a
kovetkezSképpen torténik:

a) a mintdk RT-qPCR tjan torténd sziirése, ideértve a HE-gén HPR-deletdlds igazoldsa érdekében végzett szekve-
néldsat is;

valamint

b) ISAV-val szembeni specifikus ellenanyagokkal végzett szévetprepardtum-vizsgdlat (azaz meghatdrozott
metszeteken végzett IHC vagy szovetlenyomatokon végzett IFAT); vagy

) az ISAV izoldcija és azonositdsa a gazdasdgban taldlhaté bdrmely hal legaldbb egy mintdjabdl szdrmazo
sejttenyészetben.

I.3. Az ISA jelenlétének kizardsdra és megerdsitésére szolgald hatdsagi vizsgdlati és diagnosztikai médszerek

Ha az ISA gyandjat a 2006/88/EK irdnyelv 28. cikkének megfelel6en meg kell erdsiteni vagy ki kell zarni, az
alabbi ellendrzési, mintavételi és vizsgdlati eljards kovetendd:

a) hatdsagi vizsgilat, mely legaldbb egy alkalommal végzett egészségiigyi ellenérzést és egy alkalommal
10 elhullishoz kozeli (moribund) allapotban 1év6 halbdl dll6 minta vételét foglalja magdban, amennyiben
ISA-ra utal6 klinikai vagy kérbonctani elvéltozdsok figyelhet6k meg. Ha az ISA-ra utalé klinikai vagy
kérbonctani elvaltozdsok nem figyelhet6k meg, az 1.1. pontnak megfelelGen az egészségiigyi ellenSrzést
legaldbb 30 elhullashoz kozeli (moribund) allapotban 1év8 vagy friss kérbonctani elvaltozdsokat mutatd,
szabdlyos alkat(i halbdl dll6 minta célzott vétele koveti. A mintdkat a b) pontban foglalt diagnosztikai
modszereknek megfelelden kell megvizsgalni.

b) A HPR-deletalt ISAV-ra vonatkozé RT-qPCR pozitiv eredménye esetén a 2006/88/EK irdnyelv 28. cikkében
el6irt kezdeti jarvanyvédelmi intézkedések végrehajtasa el6tt tovabbi mintdkat kell vizsgdlni. Az ISA-fertGzés
gyanutjat az aldbbi kritériumok szerint, a II. melléklet 3. részében foglalt részletes médszerek és eljarasok
segitségével kell megerdsiteni:

i. az ISAV RT-qPCR dtjan torténd kimutatdsa, ezen belil a HPR-deletdlds igazoldsa érdekében a HE-gén

szekvendldsa, tovabba az ISAV szovetprepardtumokban torténd kimutatdsa ISAV-val szembeni specifikus
ellenanyagokkal (azaz fixdlt metszeteken végzett IHC vagy szovetlenyomatokon végzett IFAT);

vagy
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ii. az ISAV RT-qPCR ttjan torténd kimutatdsa, ideértve a HE-gén HPR-deletdlds igazoldsa érdekében végzett
szekvendldsdt, és

az ISAV izoldcidja és azonositdsa a gazdasigban taldlhaté barmely hal legaldbb egy mintdjabdl szdrmazé
sejttenyészetben.

¢) Amennyiben az ISA-ra utal6 klinikai, makroszkopikus patolégids elvdltozdsok vagy kérszovettani jelek
figyelhet6k meg, a leleteket a II. melléklet 3. részének megfelelGen két, egymastdl fiiggetlen kimutatdsi elveket
alkalmazé diagnosztikai médszerrel — példdul RT-qPCR és THC segitségével — végzett viruskimutatdssal kell
megerdsiteni.

Az ISA gyantja kizdrhatd, ha a gyant felmeriilésének idépontjatdl szamitott 12 honapos idGszakban végzett
ellendrzések és vizsgdlatok alapjan megéllapithat6, hogy azok nem tarnak fel az ISA jelenlétére utald tovabbi
bizonyitékot.

3.A. tdbldzat

i

Az 1.2.1. pontban emlitett, az ISA tekintetében betegségtdl mentes stitus megszerzését megel§zd kétéves
ellenGrzési idGszakra vonatkozo, dvezetek és teriileti egységek feliigyeleti rendszere

Feliigyeleti év

Az egészségiigyi ellendrzések
évenkénti (kétévenkénti) szdma

A laboratériumi vizsgélatok
évenkénti (kétévenkénti) szdma

A mintavételbe bevonand6
halak évenkénti szdma

1. év

6

2%75()

2. év

6

2%75()

(') A mintdkat két, egy-egy honapig tartd (mégpedig tavaszi és Gszi) vizsgdlati idGszakban, vagy adott esetben gyakorlati megfontold-
soknak megfelelGen kell gydjteni, tdrolni és megvizsgélni.
(® A halak osszevont mintdnkénti maximalis szdma: 5.

3.B. tdbldzat

Az 1.3. pontban emlitett, az ISA tekintetében betegségtdl mentes stitus fenntartdsira szolgild, ovezetek vagy
teriileti egységek feliigyeleti rendszere (?)

Kockézati szint

Az egészségiigyi ellenGrzések
évenkénti szdma

A laboratériumi vizsgélatok
évenkénti szdma

A mintavételbe bevonandd
halak évenkénti szdma

magas 2 2(Y) 2*30
kozepes 1 10 30
alacsony kétévente egyszer kétévente egyszer kétévente 30-szor

(') A mintdkat két, egy-egy honapig tarté (mégpedig tavaszi és Gszi) vizsgdlati idGszakban, vagy adott esetben gyakorlati megfontold-
soknak megfelelGen kell gytjteni és vizsgdlni.
Nem vonatkozik azokra a csak szivarvanyos pisztrangot (Oncorhynchus mykiss) vagy csak sebes pisztrdngot (Salmo trutta) vagy mind-
kettSt tarté gazdasdgokra, amelyek vizelldtdsa kizdrolag olyan édesvizi forrdsokon alapul, amelyekben nem taldlhaté atlanti lazac

)

(Salmo salar).

4. RESZ

A MARTEILIA REFRINGENS-FERTOZES ESETEN ALKALMAZANDO FELUGYELETI £S VEDEKEZESI MODSZEREK

A Marteilia refringens-fertdzés tekintetében betegségtdl mentes stitus megszerzését és fenntartdsit célzé feliigyeleti és
felszdmoldsi programokra vonatkozé6 kovetelmények

Altaldnos kovetelmények

Az egészségligyi ellendrzéseket és adott esetben a laboratériumi vizsgdlat céljdbdl torténd mintavételt az évnek
abban az idGszakaban kell végezni, amikor az él6skod6nek a tagdllamon, 6vezeten vagy teriileti egységen beliili
eléforduldsi gyakorisdga az ismeretek szerint a legmagasabb. Ilyen adatok elérhet@ségének hidnydban a mintavételt
kozvetleniil azutdn kell elvégezni, miutdn a vizh6mérséklet meghaladta a 17 °C-ot.
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Ha a puhatestiiekbSl a 4. részben meghatdrozott kovetelményeknek megfelelGen kell mintdt venni, az aldbbi
kritériumok alkalmazandok:

a) Ha a termelési egységekben vagy a termelési terilleten el6fordul Ostrea spp. és Mytilus spp., mindkét
nemzetségbdl ugyanakkora méretti mintdt kell venni. Ha e nemzetségekbdl csak az egyik fordul el8, abbdl a
nemzetségbdl kell mintdt venni. Ha sem az Ostrea, sem a Mytilus nemzetség nem fordul el§, a mintdnak
minden egyéb el6forduld fogékony fajra nézve reprezentativnak kell lennie.

b) Ha a termelési egységekben el6fordulnak legyengiilt, nyitott vagy frissen elhullott, de bomldsnak még nem
indult puhatesttiek, elsédlegesen azokat kell kivalasztani. Ha ilyen puhatestek nem fordulnak eld, a
kivélasztott puhatesttiek kozott szerepelniiik kell a legidGsebb egészséges puhatestticknek.

¢) A puhatesttiek tenyésztéséhez egynél tobb vizforrdst hasznalé puhatestli-tenyésztG gazdasdgokban végzett
mintavételkor minden vizforrds esetében mintdt kell venni az ott taldlhaté puhatesttiekbdl oly médon, hogy
azok ardnyosan képviseljék a gazdasdg minden részét.

d) A puhatestl-tenyésztési teriileteken végzett mintavételkor elegendd szdmii mintavételi pontrdl szdrmazd
puhatest(it kell a mintdba felvenni oly médon, hogy azok a mintdban ardnyosan képviseljék a puhatestd-
tenyésztési teriilet minden részét. E mintavételi pontok kivélasztdsakor figyelembe veend$ {6 tényezék a
kovetkezSk: azok a kordbbi mintavételi pontok, ahol kimutattidk a Marteilia refringens-fertGzést, az dllomany-
stirtiség, a vizdramlatok, a fogékony fajok jelenléte, a vektorfajok jelenléte, a batimetria és a gazdalkodési
gyakorlatok. A mintavételnek ki kell terjednie a puhatestiiek természetes telepeire.

1.2. A Marteilia refringens tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi status megszerzésére vonatkozé kiilon kovetel-
mények

1.2.1. Feliigyeleti programok

A Marteilia refringens-fert6zés tekintetében III. kategéria szerinti egészségiigyi stdtust tagdllam, Gvezet vagy teriileti
egység az emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi stdtust szerezhet,
amennyiben az adott tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének
II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasdgban vagy puhatestii-tenyésztési teriileten végrehaj-
tottdk legaldbb az aldbbi, egészségiigyi ellendrzéseket és vizsgdlati céli mintagy(jtést tartalmazé feliigyeleti
programot.

Kétéves feliigyeleti program:

a) A gazdasdgokban vagy puhatestli-tenyésztési teriileteken a II. szakaszban taldlhaté 4.A. tabldzatban foglaltaknak
megfelelGen legaldbb két egymast kovet§ évre kiterjed§ id@szakon dt egészségiigyi ellendrzést végeztek és
mintdkat vettek.

b) E kétéves iddszakban valamennyi mintdnak a IL.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai médszerekkel végzett
vizsgdlata negativ eredményt adott a Marteilia refringens tekintetében, tovdbbd a Marteilia refringens gyantjit a
II1.3. pontban meghatdrozott mintavételi és diagnosztikai mdodszereknek megfelelGen kizartdk.

¢) Ha L kategéria szerinti egészségiigyi statusii tagdllambol, dvezetbdl vagy teriileti egységbdl szdrmazd Ostrea
edulis, Mytilus edulis vagy Mytilus galloprovincialis fajhoz tartozé puhatesttieket kell a mintdba felvenni, ehhez
olyan egyedeket kell kivdlasztani, amelyeket mdr legaldbb a feliigyeleti program végrehajtdsit megel6z6
tavasszal betelepitettek a gazdasdgba vagy a puhatestti-tenyésztési teriiletre.

1.2.2. Felszdmoldsi programok

A Marteilia refringens felszamoldsa a legtobb esetben lehetetlennek tekinthetd, de ha a tagdllam megvalésithatonak
itéli, a felszdmoldsi program aldbbi modellje alkalmazandé.

A Marteilia refringens-fert6zés tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi stitusa tagdllam, Gvezet vagy teriileti
egység az emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében 1. kategdria szerinti egészségiigyi stdtust szerezhet, ha az
adott tagdllamon, ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében
felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigban vagy puhatestl-tenyésztési teriileten végrehajtottak
legaldbb az alabbi felszdamolasi programot:

a) Eredményesen alkalmazdsra keriiltek a 2006/88/EK irdnyelv V. mellékletének 3. szakaszdban megallapitott
intézkedések, tovdbbd a hatdsagilag Marteilia refringens-fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg(ok) vagy puhatestd-
tenyésztési teriilet(ek) kozelében védelmi korzetet és megfigyelési korzetet magdban foglald, az irdnyelv
32. cikkének b) pontjdban emlitett elszigetelési teriiletet hoztak létre.



2015.9.23. Az Eurépai Uni6 Hivatalos Lapja L 24725

Az elszigetelési teriiletet eseti alapon kell meghatdrozni, a Marteilia refringens terjedésének kockdzatat
befolydsolé tényezék figyelembevételével, mint példaul: a Marteilia refringens-fert6zott gazdasdgban vagy
puhatestii-tenyésztési teriileten elhullott puhatesttiek szdma, ardnya, életkora és eloszldsa, beleértve a vadon él§
puhatestiieket is; a szomszédos gazdasdgok vagy puhatesti-tenyésztési teriiletek tavolsdga és stirtisége, beleértve
a vadon él6 puhatesttieket is; a feldolgozé létesitményekhez, a kontaktgazdasigokhoz vagy a puhatestd-
tenyésztési teriiletekhez valé kozelség; a gazdasdgokban vagy a puhatestl-tenyésztési teriileteken el6forduld
fajok, kiilonosen a fogékony fajok és a vektorfajok; az érintett és szomszédos gazdasdgokban és puhatestd-
tenyésztési teriileteken alkalmazott tenyésztési gyakorlatok; a hidrodinamikai feltételek és egyéb, jarvanytigyi
jelentdségii azonositott tényezdk.

A védelmi és a megfigyelési korzetek létrehozdsandl az aldbbi minimumkévetelmények alkalmazanddk:

i. a hatésdgilag Marteilia refringens-fertGzottnek nyilvanitott gazdasdg vagy puhatestii-tenyésztési teriilet
kozvetlen kozelében védelmi korzetet kell létrehozni, amely a megfelel§ hidrodinamikai vagy jarvanyiigyi
adatok fiiggvényében meghatdrozott teriiletnek felel meg;

ii. a védelmi korzet teriiletén kiviil megfigyelési korzetet kell létrehozni, amely a védelmi korzetet koriilvevd, a
megfelel§ hidrodinamikai vagy jarvanyiigyi adatok fiiggvényében meghatdrozott teriiletnek felel meg.

b) A védelmi korzeten belill a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tartd
valamennyi gazdasdgban és puhatestli-tenyésztési teriileten, melyet nem nyilvanitottak hatésdgilag Marteilia
refringens-fert6zottnek, hatdsagi vizsgalatot kell végezni, amely a Marteilia refringens atviteli idGszakdnak
kezdetét kovetSen legaldbb 150 puhatestd vizsgdlata céljdbol végzett mintagy(ijtést foglal magdban.
Amennyiben az étviteli id6szak nem ismert, a mintavételt abban az idészakban kell megkezdeni, amikor a
vizh6mérséklet meghaladja a 17 °C-ot.

) A hatésdgilag Marteilia refringens-fert6zottnek nyilvanitott 6sszes gazdasdgot és puhatestii-tenyésztési teriiletet ki
kell diriteni, pihentetni kell, és lehet6ség szerint ki kell tisztitani és fertStleniteni kell.

A pihentetési id8szak hossza legaldbb:

i. a kornyezd vizekkel korldtozott Gsszekottetésben dll6 gazdasigok és puhatestti-tenyésztési teriiletek (példaul
keltet6- és nevelallomdsok) esetében két hénap;

ii. a kornyezs vizekkel korldtlan Gsszekottetésben all6 gazdasdgok és puhatestii-tenyésztési teriiletek esetében
két hoénap, amennyiben a fogékony fajokhoz tartozd fert6zott puhatestiieket, valamint a fertézott
gazdasdggal vagy puhatestti-tenyésztési teriilettel jarvanytigyi kapcsolatban all6, fogékony fajokhoz tartozd
puhatestiieket az évnek azon iddszaka el6tt gytjtotték be vagy tavolitottdk el, amikor a Marteilia refringens
prevalencidja az ismeretek szerint a legmagasabb, vagy ha ez az idészak nem ismert, azon iddszak el6tt,
amikor a vizh6mérséklet meghaladja a 17 °C-ot;

iii. a kornyezd vizekkel korldtlan 6sszekottetésben all6 gazdasdgok és puhatestii-tenyésztési teriiletek esetében
tizennégy honap, amennyiben a fogékony fajokhoz tartozé fert6zott puhatesttieket, valamint a fertézott
gazdasdggal vagy puhatestii-tenyésztési teriilettel jarvanytigyi kapcsolatban 4llo, fogékony fajokhoz tartozé
puhatesttieket nem gytjtotték be vagy tdvolitottdk el az évnek azon idGszaka el6tt, amikor a Marteilia
refringens prevalencidja az ismeretek szerint a legmagasabb, vagy ha ez az adat nem ismert, amennyiben a
fogékony fajokhoz tartozé puhatestticket nem fogtdk ki vagy tavolitottdk el azon iddszak el6tt, amikor a
vizh6mérséklet meghaladja a 17 °C-ot.

A hatdsagilag fertdzottnek nyilvanitott Osszes gazdasdg és puhatestii-tenyésztési teriilet kitiritését kovetGen
legalabb négyhetes parhuzamos pihentetési idgszakot kell alkalmazni.

Az illetékes hatésig elrendelheti a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken belil taldlhaté mds
gazdasigok vagy puhatestli-tenyésztési teriiletek Kkitiritését, tisztitdsdt, fertGtlenitését és pihentetését. A
pihentetési id8szak hosszat eseti kockdzatértékelést kovetden az illetékes hatosag allapitja meg.

d) A hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott sszes gazdasdgban vagy puhatestii-tenyésztési teriileten, tovdbbd a
létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil talilhaté valamennyi egyéb pihentetett gazdasdgban vagy
puhatestii-tenyésztési teriileten a Marteilia refringens tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi stdtust
tagdllamokbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazd puhatestiiekkel kell dllomanypétldst végezni.
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Allomanypétlasra csak akkor keriilhet sor, ha a hatésagilag fert6zottnek nyilvanitott osszes gazdasigot az
1.2.2. szakasz c) pontjanak megfelelGen kitiritették, kitisztitottdk, fertGtlenitették és pihentették.

e) A felszamoldsi program hatdlya ald tartozé tagillamon, ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK
irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigra és puhatestd-
tenyésztési terilletre vonatkozdan a késGbbiekben végre kell hajtani az e szakasz 1.2.1. pontjdban foglalt
feliigyeleti rendszert.

1.3. A Marteilia refringens-fert6zés tekintetében betegségtSl mentes (I. kategdria szerinti) stdtus fenntartdsdra vonatkozd
kiilon kovetelmények

Amennyiben az 1. kategéria szerinti egészségiigyi statusnak a 2006/88/EK irdnyelv 52. cikke rendelkezései szerinti
fenntartdsdhoz célzott feliigyelet szitkséges, az érintett tagdllamon, Ovezeten vagy terilleti egységen belilli, az
irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasdgban vagy puhatestd-
tenyésztési teriileten egészségiigyi ellendrzéseket kell végezni és mintdkat kell venni a II. szakaszban foglalt 4.
B. tdbldzatnak megfeleléen, a gazdasidgok vagy puhatestii-tenyésztési teriiletek Marteilia refringens-fert6zGdés
tekintetében fenndllé kockdzati szintjének figyelembevételével.

A DbetegségtSl mentes stitus csak akkor tarthaté fenn, ha a IL2. pontban meghatirozott diagnosztikai
modszerekkel valamennyi minta negativ eredményt ad a Marteilia refringens tekintetében, és a Marteilia refringens
gyandjat a II.3. pontban meghatdrozott diagnosztikai médszereknek megfelelSen kizarjak.

L4. A Marteilia refringens-fert6zés tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv 39. cikkében el6irt zdrlati intézkedések
felolddsdra (az V. kategéria szerinti egészségiigyi statusrdl a III. kategdria szerinti egészségiigyi stdtusra vald
attérésre) vonatkozé kovetelmények

A Marteilia refringens-fert6zés tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi statust tagéllam, 6vezet vagy teriileti
egység az emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében III. kategéria szerinti egészségiigyi stitust szerezhet,
amennyiben:

a) Az 1.2.2. szakasz a), b) és c) pontjaban foglalt kovetelmények teljesiilnek. Abban az esetben, ha a pihentetés
technikailag nem lehetséges, a gazdasdgokra alternativ intézkedést kell alkalmazni, amely csaknem hasonld
garancidt biztosit a Marteilia refringensnek a gazdasdg kornyezetében val6 felszdmoldsdra.

b) A hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott Gsszes gazdasagban vagy puhatestli-tenyésztési teriileten, valamint a
létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken belilli pihentetett vagy az a) pontnak megfelelSen alternativ
intézkedések hatalya ald helyezett valamennyi egyéb gazdasigban vagy puhatest(i-tenyésztési teriileten a
Marteilia refringens tekintetében I, II. vagy III. kategéria szerinti egészségiigyi statusu tagallamokbdl, ovezetekbd]
vagy teriileti egységekbdl szarmazé puhatesttiekkel dllomanypétlast végeztek.

¢) Alloménypétlasra csak akkor keriilt sor, ha a hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott osszes gazdasigot vagy
puhatestt-tenyésztési teriiletet kitiritették, kitisztitottdk, fertStlenitették és pihentették vagy az a) pontnak
megfelelGen alternativ intézkedések hatdlya ald helyezték.

d) Az a), b) és c) pontban emlitett intézkedések lezardsit kovetS kétéves idGszakban nem erGsitették meg a

Marteilia refringens-fert6zés elGforduldsat, és a széban forgd idGszakban a IL3. pontban foglalt eljardsoknak
megfelelGen ennek gyandjat kizdrtdk.

II.  Diagnosztikai médszerek és hatdsdgi vizsgdlatok

I.1. Mintdk

A 11.2. és I1.3. pontban eldirt diagnosztikai vizsgdlatok elvégzése céljabdl az allatokat egyben kell laboratériumba
kiildeni.

I.2. A Marteilia refringens-fert6zés tekintetében betegségtdl mentes stdtus megszerzésére vagy fenntartdsira szolgdld
diagnosztikai mddszerek

A 1L melléklet 4. részében megallapitott részletes diagnosztikai modszerek és eljardsok alapjdn a Marteilia
refringens-fert6zés tekintetében betegségtél mentes stitus megszerzése vagy fenntartdsa esetén alkalmazandd
diagnosztikai médszerek: korszovettan, szovetlenyomat vagy PCR.
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I.3. A Marteilia refringens-fert6zés jelenlétének megerdsitésére vagy gyanujanak kizdrdsdra szolgdlé hatdsigi vizsgdlati és
diagnosztikai médszerek

Ha a Marteilia refringens-fert6zés gyanujit a 2006/88/EK irdnyelv 28. cikkének megfelel6en meg kell erdsiteni vagy
ki kell zdrni, az aldbbi ellendrzési, mintavételi és vizsgilati eljdrds kovetendd:

a) A hatdsagi vizsgilat egy legaldbb 30 egyedet szamlalo, fogékony fajokhoz tartozé puhatestiiekbdl vett mintdra
terjed ki, ha a gyant mortalitdsi jelentésen alapul, vagy a Marteilia refringens atviteli id6szakdnak kezdetét
kovetden 150 egyedet szamldlo, fogékony fajokhoz tartozé puhatestliekbdl vett mintdra terjed ki, ha a gyant
nem mortalitdsi jelentésen alapul. Amennyiben az étviteli id8szak nem ismert, a mintavételt abban az
idgszakban kell megkezdeni, amikor a vizh6mérséklet meghaladja a 17 °C-ot.

b) A mintdkat az i. alpontban foglalt diagnosztikai médszerekkel, a II. melléklet 4. részének 1. szakaszdban foglalt
részletes diagnosztikai médszerek és eljardsok szerint kell megvizsgélni:

i. a Marteilia refringens jelenléte akkor tekintendd megerGsitettnek, ha korszovettani vizsgélat, szovetlenyomat-
vizsgalat vagy in situ hibridizdcié pozitiv eredménye mellett a szekvendldssal végzett PCR eredménye is
pozitiv;

ii. a Marteilia refringens-fert6zés gyantja akkor zdrhato ki, ha az i. alpontban emlitett vizsgdlatok nem tdrnak
fel a Marteilia refringens jelenlétére utal6 tovabbi bizonyitékot.

4.A. tdbldzat

Az 1.2.1. pontban emlitett, a Marteilia refringens tekintetében betegségtGl mentes stitus megszerzését megel3z8
ellendrzési idGszakra vonatkozd, tagillamok, ovezetek vagy teriileti egységek feliigyeleti rendszere

Az egészségiigyi ellendrzések | A laboratériumi vizsgélatok A mintéban taldlhaté
évenkénti szdma évenkénti szdma puhatestiiek szdma
Gazdasdgok/puhatesti-tenyész- 1 1 150
tési teriiletek

4.B. tdbldzat

Az 1.3. pontban emlitett, a Marteilia refringens tekintetében betegségtdl mentes stitus fenntartdsira szolgilo,
tagdllamok, 6vezetek vagy teriileti egységek feliigyeleti rendszere

P Egészségiigyi ellenbrzések Laboratériumi vizsgdlatok A mintdban talalhato
Kockdzati szint . p . .
szdma szdma puhatestiiek szdma
magas évente egyszer kétévente egyszer 150
kozepes kétévente egyszer kétévente egyszer 150
alacsony kétévente egyszer négyévente egyszer 150
5. RESZ

A BONAMIA OSTREAE-FERTOZES ESETEN ALKALMAZANDO FELUGYELETI ES VEDEKEZESI MODSZEREK

L A Bonamia ostreae-fert§zés tekintetében betegségtGl mentes stitus megszerzését és fenntartdsit célzé feliigyeleti vagy
felszdmoldsi programokra vonatkoz6 kovetelmények

1.  Altalinos kovetelmények

A termelési egységekben az egészségiigyi ellendrzéseket és adott esetben a mintavételt az évnek abban az
idgszakdban kell végezni, amikor a Bonamia ostreae tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen beliili el6forduldsi
gyakorisdga az ismeretek szerint a legmagasabb. Ha ilyen adatok nem dllnak rendelkezésre, a mintavételt télen
vagy tavasz elején kell elvégezni.
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Ha a puhatestiiekbSl a 5. részben meghatdrozott kovetelményeknek megfelelGen kell mintdt venni, az aldbbi
kritériumok alkalmazandok:

a) Ha Ostrea edulis is el6fordul, akkor csak ezen osztrigafaj egyedeit kell kivilogatni a mintavételhez. Ha Ostrea
edulis nem fordul eld, a mintdnak minden egyéb el6fordulé fogékony fajra nézve reprezentativnak kell lennie.

b) Legyengiilt, nyitott vagy frissen elhullott, de bomldsnak még nem indult puhatesttick el6forduldsa esetén
els6dlegesen azokat kell kivélasztani. Ha ilyen puhatestiek nem fordulnak eld, a kivélasztott puhatesttiek
kozott szerepelniiik kell a legidGsebb egészséges puhatesttieknek.

¢) A puhatestliek tenyésztéséhez egynél tobb vizforrast haszndl gazdasdgokban végzett mintavételkor minden
vizforrds esetében mintdt kell venni az ott taldlhaté puhatestliekb6l oly moédon, hogy azok ardnyosan
képviseljék a gazdasdg minden részét.

d) A puhatestl-tenyésztési teriileteken végzett mintavételkor elegendd szdmii mintavételi pontrdl szdrmazéd
puhatest(it kell a mintdba felvenni. E mintavételi pontok kivalasztisakor figyelembe veendd 6 tényezék a
kovetkezdk: azok a kordbbi mintavételi pontok, ahol kimutattdk a Bonamia ostreae-fertézést, az allomany-
stirtiség, a vizdramlatok, a fogékony fajok jelenléte, a vektorfajok jelenléte, a batimetria és a gazdélkoddsi
gyakorlatok. A mintavételnek ki kell terjednie a tenyésztési teriileteken belil vagy azok kozelében taldlhatd
természetes telepekre is.

1.2. A Bonamia ostreae tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi stitus megszerzésére vonatkozé kiilon kovetel-
mények

1.2.1. Feliigyeleti programok

A Bonamia ostreae tekintetében III. kategéria szerinti egészségiigyi statust tagdllam, ovezet vagy teriileti egység az
emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében visszaszerezheti az 1. kategéria szerinti egészségiigyi stdtust,
amennyiben az adott tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének
II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté6 valamennyi gazdasigban végrehajtottdk legaldbb az aldbbi,
egészségiigyi ellendrzéseket tartalmazé feliigyeleti programot és vizsgdlati céli mintagyfijtést végeztek.

Kétéves feliigyeleti program:

a) A 2006/88[EK iranyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté gazdasigokban vagy
puhatestti-tenyésztési terilleteken az e részben taldlhaté 5.A. tabldzatban foglaltaknak megfelelGen legaldbb két
egymadst kovet§ évre kiterjed§ idszakon at egészségiigyi ellenSrzést végeztek és mintdkat vettek.

b) E kétéves iddszakban valamennyi mintdnak a IL.2. pontban meghatdrozott diagnosztikai médszerekkel végzett
vizsgdlata negativ eredményt adott a Bonamia ostreae tekintetében, tovabba a Bonamia ostreae gyandjit a
I1.3. pontban meghatdrozott mintavételi és diagnosztikai médszereknek megfelelGen kizartdk.

¢) Ha I kategéria szerinti egészségiigyi stitusi tagdllambol, ovezetbdl vagy teriileti egységbdl szdrmazd Ostrea
edulis fajhoz tartozé osztrigdkat kell a mintdba felvenni, ehhez olyan egyedeket kell kivdlasztani, amelyeket mar
legaldbb a feliigyeleti program végrehajtisit megel6z8 Gsszel betelepitettek a gazdasigba vagy a puhatestd-
tenyésztési teriiletre.

1.2.2. Felszdmoldsi programok

A Bonamia ostreae felszimoldsa a legtobb esetben lehetetlennek tekinthets, de ha a tagdllam megvalésithatonak
itéli, a felszdmoldsi program aldbbi modellje alkalmazandé.

A Bonamia ostreae tekintetében V. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusi tagdllam, 6vezet vagy teriileti egység az
emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi stitust szerezhet, ha az adott
tagdllamon, Ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK iranyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt
fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigban vagy puhatestii-tenyésztési teriileten végrehajtottak legaldbb az
alabbi felszdmoldsi programot:

a) Eredményesen alkalmazdsra keriiltek a 2006/88/EK irdnyelv V. mellékletének 3. szakaszdban megallapitott
jarvanyvédelmi minimumintézkedések, tovabba a hatdsdgilag Bonamia ostreae-fert8zottnek nyilvanitott gazdasag
(ok) vagy puhatesti-tenyésztési teriilet(ek) kozelében védelmi korzetet és megfigyelési korzetet magdban foglald,
az irdnyelv 32. cikkének b) pontjaban emlitett elszigetelési teriiletet hoztak létre.
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Az elszigetelési teriiletet eseti alapon kell meghatdrozni, az emlitett, jegyzékbe foglalt betegség terjedésének
kockazatdt befolydsold tényezék figyelembevételével, mint példaul: a Bonamia ostreae-fert6zott gazdasigban
vagy puhatestd-tenyésztési teriileten elhullott puhatestliek szdma, ardnya, életkora és eloszldsa, beleértve a
vadon €él6 puhatesttieket is; a szomszédos gazdasigok vagy puhatestli-tenyésztési teriiletek tdvolsiga és
stirtisége, beleértve a vadon él8 puhatesttieket is; a feldolgozé létesitményekhez, a kontaktgazdasdgokhoz vagy
a puhatestl-tenyésztési terilletekhez valé kozelség; a gazdasigokban vagy puhatestl-tenyésztési teriileteken
eléforduld fajok, killondsen a fogékony fajok és a vektorfajok; az érintett és szomszédos gazdasdgokban vagy
puhatestii-tenyésztési teriileteken alkalmazott tenyésztési gyakorlatok; a hidrodinamikai feltételek és egyéb,
jelentdségii azonositott tényezdk.

A védelmi és a megfigyelési korzetek létrehozasanal az alabbi minimumkévetelmények alkalmazanddk:

i. a hatdsdgilag Bonamia ostreae-fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg vagy puhatestii-tenyésztési teriilet kozvetlen
kozelében védelmi korzetet kell létrehozni, amely a megfelel6 hidrodinamikai vagy jdrvanyiigyi adatok
fiiggvényében meghatarozott teriiletnek felel meg;

ii. a védelmi korzet teriiletén kiviil megfigyelési korzetet kell 1étrehozni, amely a védelmi korzetet koriilvevs, a
megfelel§ hidrodinamikai vagy jarvanyiigyi adatok fiiggvényében meghatdrozott teriiletnek felel meg.

b) A védelmi korzeten beliil a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tart6
valamennyi gazdasigban és puhatestii-tenyésztési terilleten, melyet nem nyilvanitottak hatdsagilag Bonamia
ostreae-fert6zottnek, hatdsdgi vizsgdlatot kell végezni, amely egy legaldbb 150 egyedet szdmldld, fogékony
fajokhoz tartozé puhatestliek vizsgdlata céljabol végzett, a Bonamia ostreae dtviteli idGszakdnak kezdetét

kovetden zajlé mintagydijtést foglal magdban. Ha az atviteli idgszak nem ismert, a mintagydjtést télen vagy
tavasz elején kell elkezdeni.

¢) A hatésagilag Bonamia ostreae-fert6zottnek nyilvanitott osszes gazdasdgot és puhatestii-tenyésztési teriiletet ki
kell diriteni, pihentetni kell, és lehetSség szerint ki kell tisztitani és fertStleniteni kell. A pihentetési id&szak
hossza legaldbb hat hénap.

A hatésagilag fertézottnek nyilvanitott Osszes gazdasdg vagy puhatestii-tenyésztési teriilet kiiiritését kovetGen
legaldbb négyhetes parhuzamos pihentetési id6szakot kell alkalmazni.

Az illetékes hatdsdg elrendelheti a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil taldlhaté mds
gazdasdgok vagy puhatestii-tenyésztési teriletek kitiritését, tisztitdsdt, fertStlenitését és pihentetését. A
pihentetési iddszak hosszdt eseti kockdzatértékelést kovetGen az illetékes hatdsdg dllapitja meg.

d) A hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott Osszes gazdasdgban vagy puhatestii-tenyésztési teriileten, tovdbbd a
létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken beliil talilhaté valamennyi egyéb pihentetett gazdasdgban vagy
puhatest(i-tenyésztési teriileten a Bonamia ostreae tekintetében I. kategéria szerinti egészségiigyi stitusti tagdlla-
mokbdl, korzetekbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazd puhatestliekkel kell adllomanypétlast végezni.
Allomédnypétlasra csak akkor keriilhet sor, ha a hatésdgilag fertézottnek nyilvanitott osszes gazdasigot az
1.2.2. szakasz c) pontjanak megfelelGen kitiritették, kitisztitottdk, fertGtlenitették és pihentették.

e) A felszamoldsi program hatdlya ald tartozé tagillamon, ovezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK
irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigra és puhatestd-
tenyésztési teriiletre vonatkozéan a késGbbiekben végre kell hajtani az 1.2. pontban foglalt feliigyeleti
programot.

1.3. A Bonamia ostreae-fert6zés tekintetében betegségtél mentes (I kategdria szerinti) status fenntartdsira vonatkozd
kiilon kovetelmények

Amennyiben az 1. kategéria szerinti egészségiigyi stitusnak a 2006/88[EK irdnyelv 52. cikke szerinti fenntar-
tisahoz célzott feliigyelet szitkséges, az érintett tagdllamon, Gvezeten vagy terileti egységen beliili, az irdnyelv
IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasdgban vagy puhatesti-tenyésztési
teriileten egészségiigyi ellendrzéseket kell végezni és mintdkat kell venni az e rész II. szakaszdban taldlhat6 5.

B. tdblizatnak megfelelGen, a gazdasigok vagy puhatestl-tenyésztési teriiletek Bonamia ostreae-fert6z6dés
tekintetében fenndllé kockdzati szintjének figyelembevételével.

A Bonamia ostreae-fert6zés tekintetében betegségtSl mentes stitus csak akkor tarthaté fenn, ha a IL2. pontban
meghatdrozott diagnosztikai médszerekkel valamennyi minta negativ eredményt ad a Bonamia ostreae tekintetében,
és a Bonamia ostreae gyandjat a IL.3. pontban meghatdrozott diagnosztikai médszereknek megfelelden kizartdk.
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I.4. A Bonamia ostreae-fert6zés tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv 39. cikkében elirt zarlati intézkedések felolddsara
(az V. kategéria szerinti egészségiigyi statusrdl a III. kategbria szerinti egészségiigyi stdtusra valé attérésre)
vonatkozd kévetelmények.

A Bonamia ostreae-fertGzés tekintetében V. kategoria szerinti egészségiigyi stdtusu tagallam, ovezet vagy teriileti
egység az emlitett betegség tekintetében III. kategéria szerinti egészségiigyi statust szerezhet, amennyiben:

a) Az 1.2.2. szakasz a), b) és ¢) pontjdban foglalt kovetelmények teljesiilnek. Abban az esetben, ha a pihentetés
technikailag nem lehetséges, a gazdasdgokra alternativ intézkedést kell alkalmazni, amely csaknem hasonlé
garancidt biztosit a Bonamia ostreaenek a gazdasag kornyezetében valé felszdmoldsara.

b) A hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott Osszes gazdasigban vagy puhatestii-tenyésztési teriileten, valamint a
létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken belilli pihentetett, illetve az a) pontnak megfelel6en alternativ
intézkedések hatdlya ald helyezett valamennyi egyéb gazdasigban vagy puhatestii-tenyésztési teriileten a
Bonamia ostreae tekintetében I, II. vagy IIL. kategéria szerinti egészségiigyi statusu tagdllamokbdl vagy teriileti
egységekbdl szarmazd puhatestiiekkel végeztek dlloméanypdtldst.

¢) Az édllomanypoétlasra csak akkor keriilt sor, ha a hatésdgilag fert6zottnek nyilvanitott dsszes gazdasdgot vagy
puhatestti-tenyésztési teriiletet kiiiritették, kitisztitottak, fertStlenitették és pihentették, illetve az a) pontnak
megfelelGen alternativ intézkedések hatdlya ald helyezték.

d) Az a), b) és c) pontban emlitett intézkedések lezardsat kovetS kétéves idGszakban nem erGsitették meg a
Bonamia ostreae-fert6zés elGforduldst, és a szoban forgd id@szakban a II.3. pontban foglalt eljardsoknak
megfelelGen ennek gyandjat kizartak.

II.  Diagnosztikai médszerek és diagnosztikai kritériumok
I.1. Mintdk

A 11.2. és I1.3. pontban el8irt diagnosztikai vizsgdlatok elvégzése céljabol az allatokat egyben kell laboratériumba
kiildeni.

I.2. A Bonamia ostreae-fert6zés tekintetében betegségt6l mentes stitus megszerzésére vagy fenntartdsira szolgdld
diagnosztikai médszerek

A Bonamia ostreae-fert6zés tekintetében DbetegségtGl mentes stitus megszerzése vagy fenntartdsa esetén
alkalmazand6 diagnosztikai modszerek: korszovettan, szovetlenyomat vagy PCR. E diagnosztikai modszerek
alkalmazdsakor az e tekintetben a II. melléklet 5. részében megéllapitott részletes diagnosztikai modszerek és
eljarasok alkalmazandok.

I.3. A Bonamia ostreae-fert6zés jelenlétének megerGsitésére vagy gyandjanak kizdrdsira alkalmazand6 diagnosztikai
kritériumok

Ha a Bonamia ostreae-fertGzés gyanujat a 2006/88/EK irdnyelv 28. cikkének megfelelGen meg kell ersiteni vagy ki
kell zarni, az aldbbi ellendrzési, mintavételi és vizsgalati eljards kovetendd:

A hat6sdgi vizsgalat egy legaldbb 30 egyedet szamldl6, fogékony fajokhoz tartozd puhatestlickbdl vett mintara
terjed ki, ha a gyand mortalitdsi jelentésen alapul, vagy a Bonamia ostreae atviteli idGszakdnak kezdetét kovetSen
150 egyedet szamlalo, fogékony fajokhoz tartozd puhatestlickbdl vett mintdra terjed ki, ha a gyant nem
mortalitdsi jelentésen alapul. Ha az atviteli id8szak nem ismert, a mintagy(jtést télen vagy tavasz elején kell
elkezdeni. A mintdkat az i. alpontban foglalt diagnosztikai moddszerekkel kell megvizsgdlni a II. melléklet
5. részének 1. szakaszdban foglalt részletes diagnosztikai médszerek és eljardsok szerint:

i. a Bonamia ostreae jelenléte akkor tekintendd megerdsitettnek, ha — a II. melléklet 5. részének 1. pontjaban foglalt
jovdhagyott modszereknek és eljardsoknak megfelelGen — korszovettani vizsgalat, szovetlenyomat-vizsgélat vagy
in situ hibridizacié pozitiv eredménye mellett a szekvendldssal végzett PCR eredménye is pozitiv;

ii. a Bonamia ostreae-fert6zés jelenlétének gyandja kizdrhat6, ha ezek a vizsgilatok nem tdrnak fel a Bonamia
ostreae jelenlétére utalé tovabbi bizonyitékot.
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5.A. tdbldzat

Az 1.2.1. pontban emlitett, a Bonamia ostreae tekintetében betegségtdl mentes stitus megszerzését megel§zd
ellendrzési idGszakra vonatkozd, tagillamok, ovezetek vagy teriileti egységek feliigyeleti rendszere

Az egészségligyi ellenGrzések | A laboratériumi vizsgdlatok A mintdban taldlhat6
évenkénti szdma évenkénti szdma puhatestiiek szdma
Gazdasdgok/puhatestii-tenyész- 1 1 150

tési teriiletek

5.B. tdbldzat

Az 1.3. pontban emlitett, a Bonamia ostreae tekintetében betegségtGl mentes stdtus fenntartdsira szolgdlo,
tagdllamok, ovezetek vagy teriileti egységek feliigyeleti rendszere

P Egészségiigyi ellendrzések Laboratériumi vizsgélatok A mintdban taldlhato
Kockdzati szint p p " p
szdma szdma puhatestiiek szdma
magas évente egyszer kétévente egyszer 150
kozepes kétévente egyszer kétévente egyszer 150
alacsony kétévente egyszer négyévente egyszer 150
6. RESZ

A WHITE SPOT-BETEGSEG (WSD) ESETEN ALKALMAZANDO FELUGYELETI ES VEDEKEZESI MODSZEREK

L A WSD tekintetében betegségt6l mentes stitus megszerzését és fenntartdsit, valamint a WSSV-fert6zés
megfékezését célzé feliigyeleti és felszamoldsi programokra vonatkozé kovetelmények

L1 Az ellenSrzésekre és a mintavételre vonatkozé dltaldnos kovetelmények

A rakfélékbdl laboratériumi vizsgélat céljabol akkor kell mintdt venni, amikor a vizh6mérséklet valdszindsit-
het8en eléri az éves maximumat. Ez a vizhdmérsékletre vonatkozé kovetelmény az egészségiigyi ellenSrzésekre
is alkalmazandé, ha azok kivitelezhet6k és megfelelgk.

Ha tenyésztett rakfélékbél az e részben meghatdrozott kovetelményeknek megfelelen kell mintdt venni, az
alabbi kritériumok alkalmazanddk:

a) Ha a termelési egységekben el6fordulnak legyengiilt vagy elhulldskozeli dllapotban 1évé rakfélék, elsésorban
ezeket az egyedeket kell kivdlasztani. Ha ilyen rdkfélék nem fordulnak eld, a kivdlasztott rdkfélék kozott
lenniiik kell a kivélasztott fogékony fajok kiillonb6z8 méretcsoporthoz tartozd — azaz ndvendék és kifejlett —
egyedeinek oly mddon, hogy azok ardnyosan képviseljék az adott csoportot a mintdban.

b) Ha egynél tobb vizforrast hasznalnak raktenyésztésre, minden vizforrds esetében mintat kell venni az ott
taldlhaté fogékony rakfélékbal.

Amennyiben a 2006/88[EK irdnyelv V. melléklete I. része 2. pontja mdsodik albekezdésének megfelelGen a
vadon él6 populdciokban feliigyelet szitkséges, a mintavételi pontok szdmdt és foldrajzi eloszldsat gy kell
meghatdrozni, hogy az megfelel§ mértékben lefedje a tagdllam, ovezet vagy terilleti egység teriiletét. A
mintavételi pontoknak azon — tengeri, torkolatvidéki, folyami és tavi — Okoszisztémdk szempontjdbdl is
reprezentativnak kell lenniiik, amelyekben a fogékony fajok vadon €él6 populdciéi taldlhatok.
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[2.1.

Amennyiben a 2006/88[EK irdnyelv V. melléklete I. része 2. pontja mdsodik albekezdésének megfelelGen a
vadon él6 populdcidkban feliigyelet szitkséges, a mintaként begytjtendd rdkfélék egyedeit a kovetkezéképpen
kell kivélasztani:

i. A tengeri és torkolatvidéki 6koszisztémadk teriiletein a kovetkezd fajokbol kell egyet vagy tobbet kivélasztani:
Carcinus maenas, Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus puber, Crangon crangon,
Homarus gammarus, Palaemon adspersus vagy ostorosgarnéla-fajok, azaz a Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus,
Penaeus semisulcatus fajok. Ha ezek a fajok nem fordulnak el§, a mintdnak a tizlidbd rékok rendjébe tartozo
egyéb elfordulé fogékony fajok szempontjdbdl kell reprezentativnak lennie. A fogékony gazdadllatok széles
korére tekintettel a tizldbi rdkok rendjébe sorolt azon nemzetségekhez vagy csalddokhoz tartozé
gazdadllatok valaszthatok ki, amelyeknél a fogékonysdg kisérlet utjdn vagy természetes tton bizonyitdst
nyert.

ii. Folyami és tavi Okoszisztémakban a kovetkez$ fajokbdl kell egyet vagy tobbet kivdlasztani: Pacifastacus
leniusculus, Astacus leptodactylus, Austropotamobius pallipes vagy Orconectes limosus. Ha ezek a fajok nem
fordulnak el8, a mintdnak a tizlaba rékok rendjébe tartozé egyéb el6forduld fogékony fajok szempontjdbol
kell reprezentativnak lennie. A fogékony gazdadllatok széles korére tekintettel a tizlabii rdkok rendjébe sorolt
azon nemzetségekhez vagy csaldadokhoz tartozé gazdadllatok valaszthatok ki, amelyeknél a fogékonysig
kisérlet itjan vagy természetes titon bizonyitdst nyert.

iii. Ha el6fordulnak legyengiilt vagy elhulldskozeli dllapotban 1évé rakfélék, elsGsorban ezeket az egyedeket kell
kivélasztani. Ha ilyen rakfélék nem fordulnak el6, a kivalasztott rdkfélék kozott lenniiik kell a kivalasztott
fogékony fajok kiillonb6z8 méretcsoporthoz tartozd — azaz novendék és kifejlett — egyedeinek oly médon,
hogy azok ardnyosan képviseljék az adott csoportot a mintdban.

A WSD tekintetében 1. kategoria szerinti egészségiigyi stitus megszerzésére vonatkozé kiilon kovetelmények
Feliigyeleti programok

a) Az a tagdllam, ovezet vagy teriileti egység, amely a WSD tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv III. melléklete
B. részének megfelel III. kategéria szerinti egészségiigyi sttussal rendelkezik, az emlitett, jegyzékbe foglalt
betegség tekintetében 1. kategoria szerinti egészségiigyi stdtust szerezhet, amennyiben az adott tagdllamon,
Ovezeten vagy teriileti egységen beliili, az irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat
tarté valamennyi gazdasdg eleget tesz a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete vonatkoz6 kovetelményeinek, és
amennyiben mindezekben a gazdasdgokban és — az V. melléklet I. része 2. pontjdnak masodik bekezdésében
eldirt esetekben — az emlitett pontnak megfelelGen kivélasztott vadon él§ populdciok mintavételi pontjain
végrehajtottdk az aldbbi, egészségiigyi ellendrzéseket és vizsgalati céli mintagytjtést magdban foglal6 kétéves
feliigyeleti programot.

A gazdasdgokban vagy mintavételi pontokon a I szakaszban taldlhaté 6.A. tdbldzatban foglaltaknak
megfelelGen legaldbb két egymdst kovetS évre kiterjed§ idGszakon 4t egészségiigyi ellenSrzést végeztek és
mintdt vettek.

E kétéves idGszakban valamennyi mintdnak a IL2. pontban meghatdrozott diagnosztikai modszerekkel
végzett vizsgdlata negativ eredményt adott a WSD-fert6zés tekintetében, tovibbd a WSD gyanijit a
I1.3. pontban meghatdrozott mintavételi és diagnosztikai médszereknek megfelelGen kizartak.

b) Ha az a) pontban emlitett feliigyeleti program végrehajtisa sordn a programban részt vev$ valamely
gazdasdgban megerdsitést nyer a WSSV-fert8zés, és igy a gazdasdg II. kategéria szerinti egészségiigyi statusat
visszavonjdk, az adott gazdasdg azonnal visszaszerezheti a II. kategéria szerinti egészségiigyi statusdt, és a
betegségtdl mentes stitus megszerzése érdekében folytathatja a feliigyeleti program végrehajtdsit az
1.2.2. pontban meghatarozott felszdmoldsi program végrehajtdsa nélkiil, amennyiben:

i. olyan kontinentdlis gazdasdg, amelynek egészségiigyi dllapota — a 2006/88/EK irdnyelv V. melléklete
II. része 3. pontjdnak megfelelen — a WSD tekintetében fliggetlen a kornyezs természetes vizek
egészségligyi dllapotdtdl;

ii. a gazdasdgot kitiritették, kitisztitottdk, fertGtlenitették és pihentették; a pihentetési id6szak hossza
legaldbb hat hét;

iii. olyan gazdasdg, amelyben a WSD tekintetében I kategéria szerinti egészségiigyi statust tagdllamokbdl,
ovezetekbdl vagy tertileti egységekbdl szarmazo rakfélékkel végeztek dllomdanypotldst.
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1.2.2.  Felszdmoldsi programok
1.2.2.1. Altaldnos kovetelmények

A WSD tekintetében V. kategdria szerinti egészségiigyi sttusu tagdllam, Gvezet vagy teriileti egység az emlitett,
jegyzékbe foglalt betegség tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi statust szerezhet, amennyiben az adott
tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt
fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasdgban végrehajtottdk legaldbb az aldbbi felszdmoldsi programot:

a) Eredményesen alkalmazdsra keriiltek a 2006/88/EK iranyelv V. mellékletének 4. szakaszdban megallapitott
jarvanyvédelmi minimumintézkedések, tovdbba a hatdsagilag WSD-fert6zottnek nyilvanitott gazdasig(ok)
kozelében védelmi korzetet és megfigyelési korzetet magdban foglald, az irdnyelv 32. cikkének b) pontjdban
emlitett elszigetelési teriiletet hoztak létre.

Az elszigetelési teriiletet eseti alapon kell meghatdrozni, a WSD tenyésztett és vadon él§ rakfélékre vald
atterjedésének kockdzatdt befolydsold tényezdk figyelembevételével, mint példdul: a WSD-vel fertézott
gazdasdgban tartott, elhullott rdkok szdma, ardnya és eloszldsa; a szomszédos gazdasagok egymdstdl vald
tavolsdga és stirtisége; a kontaktgazdasdgok; a gazdasdgokban el6forduld fajok; az érintett és a szomszédos
gazdasdgokban alkalmazott tenyésztési gyakorlatok; a hidrodinamikai feltételek és az egyéb, jelentdségti
azonositott tényezdk.

A védelmi és a megfigyelési korzetek 1étrehozdsanal az alabbi minimumkdvetelmények alkalmazandok:

i. a hatosdgilag WSD-fert6zottnek nyilvanitott gazdasdg kozvetlen kozelében védelmi korzetet kell
létrehozni, amely a kovetkezSknek felel meg:

1. tengeri és torkolatvidéki teriileteken: legalabb az drapalyovezet szélességének megfelel§ vagy legalabb
5 km (a nagyobb érték a mérvadd) sugarti kor teriilete, amelynek kozepe a hatbsdgilag WSD-ferts-
zottnek nyilvanitott gazdasdg, vagy egy ennek megfeleld, a vonatkozé hidrodinamikai vagy jarvanyiigyi
adatoknak megfelelden meghatdrozott teriilet; vagy

2. édesvizekben: a hatdsdgilag WSD-fert8zottnek nyilvanitott gazdasdg teljes vizgy(jt6 teriilete; az
illetékes hat6sdg a védelmi korzet kiterjedését a vizgy(ijtd terillet egyes részeire korldtozhatja,
amennyiben ez nem veszélyezteti a WSD terjedésének megel6zését;

ii. a védelmi korzet teriiletén kivill megfigyelési korzetet kell létrehozni, amely a kovetkezdknek felel meg:

1. tengeri teriileteken: a védelmi korzetet koriilvevd, egymadst atfedS drapdlyovezetekbdl 4llo terilet; vagy
a védelmi korzetet koriilvevs, a védelmi korzet kozéppontjatdl szdmitott 10 km sugarti kor teriilete;
vagy egy ennek megfelel§, a vonatkozd hidrodinamikai vagy jarvanyiigyi adatoknak megfelelGen
meghatdrozott teriilet; vagy

2. édesvizekben: a létrehozott védelmi korzeten kiviil es§ kiterjesztett teriilet;

b) A védelmi korzeten beliil a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat
tarté valamennyi gazdasidgban, melyet nem nyilvanitottak hatésdgilag WSD-fert6zottnek, legaldbb a
kovetkezdkre kiterjedd hatdsdgi vizsgdlatot kell végezni:

i. 10 rak vizsgdlata céljdbdl végzett mintagydjtés, amennyiben WSD-re utalé klinikai vagy koérbonctani
elvaltozasok figyelhet6k meg, vagy legalabb 150 rdk vizsgélata céljabdl végzett mintagydjtés, amennyiben
nem figyelhet6k meg klinikai vagy kérbonctani elvéltozasok; valamint

ii. egy alkalommal végzett egészségiigyi ellenérzés: azokban a gazdasdgokban, amelyekben az i. alpontban
emlitett vizsgdlatok negativ eredményt adtak, a védelmi korzet 1.2.2.1. ¢) pont szerinti felolddsdig tovabbra
is havonta egyszer egészségiigyi ellendrzést kell végezni abban az évszakban, amikor a vizhSmérséklet
valdszintsithetGen eléri az éves maximumat.
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¢) A hatdsigilag WSD-fert6zottnek nyilvénitott 6sszes gazdasdgot ki kell iriteni, ki kell tisztitani, fertStleniteni
és pihentetni kell. A pihentetési idGszak hossza legaldbb hat hét. A hatdsdgilag fertGzottnek nyilvanitott
Osszes gazdasdg kiiiritését kovetSen legaldbb hdromhetes parhuzamos pihentetési id@szakot kell alkalmazni.
Ez a bekezdés a felszdmoldsi program végrehajtdsa sordn hatdsdgilag fert6zottnek nyilvanitott dj
gazdasdgokra is alkalmazando.

A hatésagilag fert8zottnek nyilvanitott gazdasiagok pihentetése sordn a védelmi korzeteket megfigyelési
korzetekké kell alakitani.

Az illetékes hat6sdg elrendelheti a létrehozott védelmi és megfigyelési korzeteken belill taldlhaté mds
gazdasdgok kiiiritését, tisztitdsat, fertStlenitését és pihentetését. A pihentetési id6szak hosszat eseti kockdzatér-
tékelést kovetGen az illetékes hatdsdg allapitja meg.

d) A hatésdgilag WSD-fert6zottnek nyilvanitott Osszes gazdasdgban és a létrehozott védelmi és megfigyelési
korzeteken belil taldlhatd, valamennyi egyéb pihentetett gazdasdgban a kovetkezdképpen keriil sor dllomany-
potlasra:

i. a WSD tekintetében I. kategdria szerinti egészségiigyi stitusu tagdllamokbél, 6vezetekbdl vagy teriileti
egységekbdl szarmazé rakfélékkel; vagy

ii. a 2020. december 31-ig tart6 dtmeneti idészakban: jovdhagyott WSD-feliigyeleti programmal rendelkezd
tagdllamokbol, ovezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szarmazé rékfélékkel.

Allomédnypétlasra csak akkor keriil sor, ha a hatésdgilag WSD-fert6zottnek nyilvanitott osszes gazdasigot az
1.2.2.1. ¢) pontnak megfelelGen kiiiritették, kitisztitottak, fertStlenitették és pihentették.

e) A felszdmoldsi program hatdlya ald tartoz tagdllamon, Gvezeten vagy teriileti egységen beliili, a 2006/88/EK
irdnyelv IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tart6 valamennyi gazdasdgra és a vadon él§
populdciokban végzendd megfigyelés kotelezettsége esetén az emlitett irdnyelv V. melléklete L. része 2. pontja
mésodik bekezdésének megfelelGen kivdlasztott mintavételi pontokra vonatkozdan a késSbbiekben legaldbb
az 1.2.1. pontban foglalt feliigyeleti programot kell alkalmazni.

1.2.2.2. A kordbban WSD-mentesnek nyilvanitott, egyetlen gazdasigot magukban foglalé kontinentalis teriileti egységek
WSD tekintetében betegségtdl mentes statusdnak visszaszerzésére vonatkozd kovetelmények

A WSD tekintetében 1. kategéria szerinti egészségiigyi stdtusi, egyetlen gazdasigot magdban foglalé azon
kontinentélis teriileti egység, amelynek egészségiigyi statusa az emlitett, jegyzékbe foglalt betegség tekintetében —
a 2006/88[EK irdnyelv V. melléklete II. része 3. pontjdnak megfelelSen — fiiggetlen a kornyezd természetes
vizektdl, és amelynek az I. kategéria szerinti egészségiigyi stitusdt az irdnyelv 53. cikkének (3) bekezdésével
Osszhangban visszavontdk, kozvetlenill azutdn visszaszerezheti az 1. kategéria szerinti egészségligyi statust,
miutdn az illetékes hatdsdg megerdsitette, hogy eleget tesz az aldbbi feltételeknek:

a) a WSD-vel fert8zott gazdasdgot kiiiritették, kitisztitottak, fertGtlenitették és pihentették; a pihentetési idszak
hossza legaldbb hat hét;

b) olyan gazdasig, amelyben a WSD tekintetében I kategdria szerinti egészségiigyi stitusi tagdllamokbol,
ovezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szarmazé rakfélékkel végeztek dllomanypdtlast.

L.3. A WSD tekintetében betegségtl mentes (I. kategéria szerinti) stdtus fenntartdsdra vonatkozd kiilon kovetel-
mények

Amennyiben az . kategéria szerinti egészségiigyi stitusnak a 2006/88/EK irdnyelv 52. cikkében foglalt fenntar-
tasdhoz célzott feliigyelet sziikséges, az érintett tagillamon, Gvezeten vagy teriileti egységen belilli, az irdnyelv
IV. mellékletének II. részében felsorolt fogékony fajokat tarté valamennyi gazdasigban egészségiigyi ellendrzést
kell végezni és mintdkat kell venni a II. szakaszban foglalt 6.B. tiblazatnak megfelelSen, a gazdasigok WSD-
fert6z8dés tekintetében fenndllé kockdzati szintjének figyelembevételével.

Azokban a tagdllamokban, ovezetekben vagy terilleti egységekben, ahol kevés gazdasdg taldlhatd, és e
gazdasdgok célzott feliigyelete nem biztosit elegendd jarvanyiigyi adatot, a betegségtél mentes stdtus fenntartdsat
célzé feligyeleti programoknak ki kell terjedniiik az L1. pontban foglalt kovetelményeknek megfelelden
kivélasztott mintavételi pontokra.
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A mintavételi pontokon oly médon kell ellendrzést és mintavételt végezni, hogy azok 50 %-a évente
cserélddjon. A mintavételt a II. szakaszban taldlhaté 6.B. tabldzatnak megfelelSen kell elvégezni. A mintdkat a
II. szakaszban ismertetett diagnosztikai és mintavételi modszereknek megfelelGen kell kivélasztani, elgkésziteni
és megvizsgdlni, és a laboratériumi vizsgdlatoknak a WSD-kérokozé tekintetében negativ eredménytinek kell
lenniiik.

A betegségtl mentes stitus csak akkor tarthaté fenn, ha a IL2. pontban meghatdrozott diagnosztikai és
mintavételi moédszerekkel vizsgdlt valamennyi minta negativ eredményt ad a WSD tekintetében, és a WSD
gyandjat a II.3. pontban meghatdrozott hatdsagi vizsgalati és diagnosztikai modszereknek megfelelGen kizartak.

L4, A WSD tekintetében a 2006/88/EK irdnyelv 39. cikkében eldirt zdrlati intézkedések felolddsdra (az V. kategéria
szerinti egészségiigyi statusrol a III. kategéria szerinti egészségiigyi statusra valé dttérésre) vonatkozé kovetel-
mények

A WSD tekintetében V. kategdria szerinti egészségiigyi sttusu tagdllam, Gvezet vagy teriileti egység az emlitett,
jegyzékbe foglalt betegség tekintetében III. kategéria szerinti egészségiigyi statust szerezhet, amennyiben:

a) az 1.2.2.1. szakasz a), b) és c) pontjdban foglalt kovetelmények teljesiilnek. Abban az esetben, ha a pihentetés
technikailag nem lehetséges, a gazdasdgokra alternativ intézkedést kell alkalmazni, amely csaknem hasonld
garancidt biztosit a WSSV-nek a gazdasdg kornyezetében val6 felszdmoldsara.

b) A hatésdgilag WSD-fert6zottnek nyilvanitott Osszes gazdasigban, valamint a létrehozott védelmi és
megfigyelési korzeteken beliili pihentetett, illetve az a) pontnak megfelelGen alternativ intézkedések hatdlya
ald helyezett valamennyi egyéb gazdasigban a WSD tekintetében I, II. vagy Il kategdria szerinti
egészségiigyi stitusu tagallamokbdl, ovezetekbdl vagy teriileti egységekbdl szdrmazé rakfélékkel dllomany-
potlast végeztek.

¢) Az allomanypétlasra csak akkor keriilt sor, ha a hat6sdgilag WSD-fert6zottnek nyilvanitott dsszes gazdasigot
kitiritették, kitisztitottdk, fertStlenitették és pihentették, illetve az a) pontnak megfelelSen alternativ
intézkedések hatélya ald helyezték.

d) Az a) é b) pontban emlitett intézkedések lezdrdsit kovetd kétéves id@szakban nem mutattdk ki a WSD
el6forduldsat, és a széban forgd idészakban a I1.3. pontban foglalt eljirdsoknak megfelelGen ennek gyandjat
kizartak.

IL. Diagnosztikai és mintavételi moédszerek
IL.1. Mintdk

A vizsgdlt dllat boncoldsabdl szdrmazd, illetve a jardlabain, tisz6ldbain, szdjrészein vagy kopoltytin taldlhatd
integumentdlis epidermiszbdl vett mintdkat a kétlépcsds PCR-re val6 elkészitésiik elStt 95 %-os etanolban kell
fixdlni.

Szovettani vizsgdlat és transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalat céljabol fixdlt egyéb mintdk a PCR-bdl
szdrmazé diagnosztikai adatok aldtdmasztdsa érdekében gyfijthetdk.

I.2. A WSD tekintetében betegségtSl mentes stdtus megszerzésére vagy fenntartdsira szolgdlé diagnosztikai
modszerek

A 1. melléklet 6. részében megéllapitott részletes diagnosztikai médszerek és eljrdsok alapjin a WSD
tekintetében betegségtSl mentes stitus megszerzése vagy fenntartdsa esetén alkalmazandé diagnosztikai médszer
a kétlépcsds PCR.

A kétlépcsds PCR pozitiv eredménye esetén az eredményt a 2006/88/EK irdnyelv 28. cikkében el6irt kezdeti
jarvanyvédelmi intézkedések végrehajtdsa el6tt az amplikon szekvendldsaval kell — lehet6leg gyakorlati
koriilmények kozott — meger@siteni, ha a kivdlasztott fogékony gazdadllatokban a WSD patognomikus
tiineteinek szovettani és transzmisszios elektronmikroszképos vizsgélat Gtjdn torténd igazoldsdval az adott
koriilmények kozott megvaldsithato.

I.3. A WSD-fert6zés gyanijanak kizdrdsira vagy jelenlétének megerGsitésére szolgdlé hatdsdgi vizsgdlati és
diagnosztikai médszerek

Ha a 2006/88[EK irdnyelv 28. cikkének megfeleléen a WSD-fert6zés jelenlétét meg kell erdsiteni vagy a
gyanujat ki kell zdrni, az aldbbi ellen6rzési, mintavételi és vizsgélati eljards kovetendd:

a) hatésagi vizsgilat, mely legalabb egy alkalommal végzett egészségiigyi ellendrzést és a I1.2. pontban meghata-
rozott diagnosztikai médszerrel (kétlépcsGs PCR) végzett vizsgdlat keretében egy 10 rakbol dllo minta vételét
foglalja magaban, amennyiben WSD-fert6zésre utalé klinikai vagy kérbonctani elvaltozasok figyelhet6k meg,
vagy egy 150 rakbdl 4ll6 minta vételét, amennyiben klinikai vagy kérbonctani elvéltozdsok nem figyelhet6k
meg.
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b) A WSD jelenléte megerdsitettnek tekintendd, ha a II. melléklet 6. részében meghatdrozott részletes
modszerek és eljardsok alapjin kétlépcsds PCR-rel, majd szekvendldssal pozitiv eredmény sziiletik a WSSV
tekintetében, és ha a WSD patognomikus tiinetei jelentkeznek a kivalasztott gazdadllatokon.

A WSD gyantja kizdrhatd, ha ezek a vizsgdlatok nem tdrnak fel a WSD jelenlétére utald tovdbbi

bizonyitékot.

6.A. tdbldzat

Az 1.2.1. pontban emlitett, a WSD tekintetében betegségtGl mentes stitus megszerzését megel6zd kétéves
ellendrzési idGszakra vonatkozo, tagillamok, ovezetek és teriileti egységek feliigyeleti rendszere

A klinikai vizsgélatok
évenkénti szdma

A laboratériumi vizsgélatok
évenkénti szdma

A mintdban taldlhato rdkfélék
szdma

Gazdasdgok/mintavételi helyek

1

1

150

6.B. tdbldzat

Az 13. pontban emlitett, a WSD tekintetében betegségtGl mentes stdtus fenntartdsira szolgdld, tagillamok,

ovezetek vagy teriileti egységek feliigyeleti rendszereek

Kockdzati szint

Egészségiigyi ellendrzések

Laboratériumi vizsgdlatok

A mintdban taldlhat6 rakfélék

szdma szdma szdma

magas évente egyszer kétévente egyszer 150
kozepes kétévente egyszer kétévente egyszer 150
150

alacsony

kétévente egyszer

négyévente egyszer
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II. MELLEKLET

RESZLETES DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK ES ELJARASOK

L. Bevezetés

Ez a melléklet az e hatdrozat 1. mellékletében meghatdrozott felszdmoldsi és feliigyeleti programok keretében
végzendd laboratériumi vizsgalatok diagnosztikai médszereihez, valamint a 2006/88/EK irdnyelv IV. mellék-
letének II. részében felsorolt, az aldbbi nem egzotikus betegségek (a tovabbiakban: jegyzékbe foglalt betegségek)
gyanithaté jelenlétének megerGsitése vagy kizdrdsa érdekében alkalmazandd, az emlitett irdnyelv 57. cikkének
b) pontja szerinti diagnosztikai mdédszerekhez kapcsolddd részletes eljardsokat allapitja meg:

1. Pisztrdngok virusos vérfertGzése (VHS) 1. rész
2. Pisztrangfélék fert6zS vérképzdszervi elhaldsa (IHN) 1. rész
3. Koi-herpeszvirusbetegség (KHV) 2. 1ész
4. Lazacok fert6z6 vérszegénysége (ISA) 3. rész
5. Marteilia refringens-fert6zés 4. rész
6. Bonamia ostreae-fert8zés 5. rész
7. White spot-betegség (WSD) 6. rész
IL. Fogalommeghatirozisok

E melléklet alkalmazdsiban ,szdllitd tdpfolyadék™ 10 % borjaszérumot, valamint milliliterenként
200 nemzetkozi egység (NE) penicillint, 200 pg sztreptomicint és 200 pg kanamicint vagy mds, bizonyitottan
hatékony antibiotikumot is magdban foglal6 sejttenyésztd tapfolyadék.

1. RESZ

AZ IHN ES A VHS FELUGYELETERE ES MEGEROSITESERE SZOLGALO RESZLETES DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK ES
ELJARASOK

L A VHS és az IHN feliigyeletére szolgil6 diagnosztikai modszerek és eljardsok

Az I melléklet 1. részének 1. szakaszdban meghatdrozott, az IHN vagy a VHS tekintetében betegségtSl mentes
stdtus megszerzése vagy fenntartdsa céljdbol az emlitett melléklet 1. részének IL1. és I1.2. szakaszaban foglalt
diagnosztikai médszerekkel végzett mintavétel és laboratériumi vizsgédlat sordn az 1.1-1.6. pontban meghata-
rozott részletes diagnosztikai mddszerek és eljardsok alkalmazandok.

L1 A halakbdl szdrmazé mintdk el6készitése és szdllitdsa
L1.1.  Sejttenyészeten végzett virologiai vizsgalathoz felhasznalt sz6vetek

A laboratériumba szallitds vagy atvitel el6tt a vizsgdlandé szervek darabjait steril bonceszkozokkel kell
eltavolitani a halakbdl, és azokat szallit6 tapfolyadékot tartalmazé steril mtianyag csovekbe kell helyezni.

A sejttenyészeten végzett viroldgiai vizsgdlatra, valamint RT-qPCR vizsgalatra alkalmas halanyag mennyisége a
halak méretétsl figg. Igy a frissen kikelt (4 cm-nél kisebb testhossziisigt) halak esetében egészben 1évé
ivadékoknak, (4 és 6 cm kozotti testhosszisdgl halak esetében) belsd szerveknek, tobbek kozott vesének,
nagyobb méret halak esetében pedig vesének, 1épnek, szivnek és/vagy agyvelének, valamint anyahalak fvaskori
petefészek-folyadékanak kell lennie a szovetmintéban.

Legfeljebb 10 halbdl szdrmazé petefészek-folyadékot, ondéfolyadékot vagy szervdarabokat lehet egy steril csébe
gytjteni, amely legaldbb 4 ml szallit6 tdpfolyadékot tartalmaz, és ez alkot egy Osszevont mintit. Az egyes szovet-
mintdknak legaldbb 0,5 gramm (g) tomegtinek kell lenniiik.

A sejttenyészeten végzett virologiai vizsgdlatot minél hamarabb, legkésébb a mintdk gydjtését kovet§ 48 6rdn
beliil el kell kezdeni. Kivételes esetekben a virologiai vizsgdlat legkésébb az anyag gytjtését kovetd 72 6ran beliil
is elkezdhetd, feltéve, hogy a vizsgélati anyag szdllité tdpfolyadékkal védett, és a szdllitds alatti h6mérsékleti
kovetelmények teljesithetSk.
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1.1.2.  Forditott transzkripciés polimerdz lincreakcié (RT-PCR vagy RT-qPCR) segitségével végzett vizsgdlathoz vett
mintdk

A halakbdl az 1.1.1. pontban ismertetett eljarisnak megfelelGen, steril eszkozzel kell mintdt venni, és azt szallito
tapfolyadékot tartalmazé steril mtianyag csébe kell helyezni. 10 halbdl szdrmazé szovetek egy cs6be gytijthetdk,
amelyek igy egy Osszevont mintdt alkotnak. Ha azonban az inokulum mennyisége kicsi, akdr ot hal szovetei is
felhasznalhatok. Alternativ lehetGségként a mintdk RNS-stabilizdl6é reagensben — példdul a gydrtok ajdnldsa
szerinti 0,2 g szovet/ml mennyiségli reagensben — Osszevonhatok, bir az egyes halakat egyenként kell
feldolgozni, és a mintdk a kivondshoz haszndlt anyag kis mennyisége miatt nem vonhat6k ossze.

Egész halak is kiildhetSk a laboratériumba.

L.2. A halakbdl szdrmazé mintdk széllitdsa

A sejttenyészetre vagy RT-PCR-/RT-qPCR-elemzésre szant halszoveteket tartalmazé csoveket szigetelt tartdlyokba
kell helyezni (példdul vastag fald polisztiroldobozokba), elegendd jéggel vagy mas, hasonlé hiit§ hatassal bir6
hiit6kozeggel ahhoz, hogy a laboratériumig torténd szdllitds sordn a mintdk httése biztosithaté legyen. A
mintdk fagyasztdsa azonban keriilendS. A mintdk széllitds alatti hémérséklete nem haladhatja meg a 10 °C-ot, és
atvételkor a szallitbdobozban még lennie kell jégnek, illetve egy vagy tobb jégakkunak részben vagy egészen
tovabbra is fagyottnak kell lennie.

Egész halak akkor kiildhet6k a laboratériumba, ha az els bekezdésben emlitett, szdllitds alatti hémérsékleti
kovetelmények teljesithet6k. Az egész halak nedvszivo papirba csomagolva, miianyag tasakban széllitandok. E1§
halak is szallithatok.

L.3. Kiegészit§ diagnosztikai anyag gytijtése

A diagnosztikai laboratrium jévdhagydsa esetén mds halszovet is gydjthetd és kiegészitS vizsgdlatokra
el6készithetd.

L4, A mintdk elSkészitése sejttenyészet-vizsgdlatra és RT-qPCR-vizsgdlatra
L4.1. Fagyasztds kivételes esetekben

Olyan gyakorlati nehézségek felmeriilése esetén, amelyek lehetetlenné teszik a mintdk feldolgozdsit a
halszovetek gytijtését kovetd 48 oran belill, elfogadhaté az is, ha a szovetmintdkat — 20 °C-on vagy annél
alacsonyabb hémérsékleten szallité tdpfolyadékban lefagyasztjak, és a virologiai vizsgdlatokat 14 napon beliil
elvégzik. A halszovetek a vizsgdlat elStt azonban csak egyszer fagyaszthatok le és olvaszthatok fel. A halszovet-
mintak lefagyasztdsdnak okdrdl részletes feljegyzéseket kell vezetni.

1.4.2. A szervek homogenizdldsa

A laboratériumban a csovekben 1év6 halszoveteket teljesen homogenizalni kell (Stomacher késziilékkel,
elegyitvel vagy steril homokkal teli mozsdrban mozsartorgvel), és azutdn az eredeti szdllité tapfolyadékban kell
szuszpendalni.

Ha a minta 4 cm-nél kisebb hosszisigt egész halakbdl éll, azokat a végbélnyilds mogotti rész eltavolitdsa utdn
steril olloval vagy szikével fel kell darabolni. Ha a minta 4 és 6 cm kozotti testhossziisaga egész halakbdl all, a
belsd szerveket kell 0sszegytjteni, a vesét is beleértve. Ha a minta 6 cm-nél hosszabb egész halakat tartalmaz, a
szovetmintakat az L.1. pontban leirtak szerint kell gydjteni. A szovetmintdkat steril olléval vagy szikével fel kell
darabolni, azokat az els6 bekezdésben ismertetett médon homogenizélni kell, és szdllité tdpfolyadékban kell
szuszpendélni.

A szovetminta és a szallité tapfolyadék kozotti végss ardnyt a laboratériumban kell bedllitani 1:10 értékre.

14.3. A homogenizdtum centrifugdldsa

A homogenizdtumot htitott centrifugdban, 2 °C és 5 °C kozott, 2 000-4 000 x g fordulaton, 15 percen dt kell
centrifugdlni, a feliliszét Ossze kell gydjteni, amely azutdn 15 °C-on négy érdn 4t, vagy 4-8 °C-on egész
éjszakdn 4t antibiotikummal kezelhetd. Ha a minta széllitdsa széllit6 tdpfolyadékban tortént, a feliiliszé antibio-
tikumos kezelése elhagyhaté.

Olyan gyakorlati nehézségek (pl. az inkubdtor meghibdsoddsa vagy sejttenyészetekkel kapcsolatos problémak)
felmertilése esetén, amelyek lehetetlenné teszik a sejtek beoltdsdt a halszovetmintdk gytjtését kovetS 48 ordn
beliil, a feliiliszo lefagyaszthaté — 80 °C-ra, és a viroldgiai vizsgdlat elvégezhetS 14 napon beliil.
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Ha az osszegytjtott felilliszot — 80 °C-on tdroljak, az a mintavételt kovetd 48 ordn beliil egyszer Gjra felhasz-
nélhat6 viroldgiai vizsgdlatokhoz.

A sejtek beoltdsa el6tt a felultszot ossze kell keverni a fert6zd hasnydlmirigy-elhalds virusdnak (IPN-virus)
endemikusan el6forduld szerotipusaival szembeni, megfelelGen higitott, a feliiliszéval azonos mennyiségii
antiszérummal, és azzal legaldbb egy ordn keresztiil 15 °C-on vagy legfeljebb 18 6ran at 4 °C-on inkubdlni kell.
Az antiszérum titerének legaldbb 1:2 000 ardnytnak kell lennie 50 %-os plakkredukcids virusneutralizicios
préba soran.

Az inokulumoknak az IPN-virus elleni antiszérummal végzett kezelése azt a célt szolgalja, hogy a beoltott sejtte-
nyészetekben megakadalyozhat6 legyen az IPN-virus okozta citopatogén hatds (CPE) kialakuldsa. Ez csokkenti a
viroldgiai vizsgdlatok idGtartamat, valamint azon esetek szdmdt, amelyekben a CPE elSforduldsdt a VHSV-re vagy
az IHNV-re utal6 esetleges jelként kellene értékelni.

Ha a mintdk IPN-t6] mentesnek mindsill6 termelési egységekbdl szarmaznak, az inokulumok IPN-virus elleni
antiszérummal végzett kezelése elhagyhatd.

L4.4.  Mintdk el6készitése RT-PCR-en és RT-qPCR-en alapul feliigyeleti programokhoz

Ha a mintdkat szallitd tdpfolyadékban gydjtotték, az 1.4.2. és 14.3. pontban meghatdrozott eljardst kell
végrehajtani. Centrifugdldst kovetSen a feliiliszot ssze kell gydjteni és az RNS-t ki kell vonni. Ha kozvetlenil a
centrifugdlds utdn nem keriil sor tovébbi vizsgdlatra, a mintdkat azonnal le kell fagyasztani — 20 °C-ra vagy
anndl alacsonyabb hémérsékletre.

Az RNS-stabilizdlé reagensben tartdsitott halszovetek elemzéséhez a kiilonb6z6 hémérsékleten tarolt mintdk
esetében az alabbi idGintervallumokon belil kell a tovabbi mtiveleteket elvégezni:

37 °C-on tdrolt mintdk: egy nap;

25 °C-on tdrolt mintdk: egy hét;

4 °C-on tdrolt mintdk: egy hénap;

— 20 °C-on tdrolt mintdk: hatdrozatlan idg.

Az RNS-stabilizdl6 reagensben osszevont mintdk RNS-stabilizdl6 reagensben 1évé egyedi mintaként kezelenddk.
Az RNS-stabilizdlé reagensben Gsszevont mintdk esetében a mintamennyiség nem haladhatja meg a gydrt6 dltal
az RNS kivondsdra szolgdlé készleteknél — példdul Quiagen RNeasy Mini vagy hasonlé — ajinlott mennyiséget.
Nagyobb mintdk Osszevondsa esetén a kivondsi készleteknek vagy mddszereknek igazodniuk kell az osszevo-
néshoz.

Az RNS-stabilizdl6 reagensben gytjtott mintdk nem haszndlhatok sejttenyésztéshez.

1.4.5. Mintdk 0sszevondsa RT-qPCR-vizsgalathoz

Mivel a megadott RT-qPCR-protokollok hasonlé vagy nagyobb érzékenységtiek, mint a sejttenyésztési
modszerek, elfogadhaté lehet a PCR-hez olyan feluliszét haszndlni sejttenyésztd tdpfolyadékban, amely
legfeliebb 10 hal Gsszevont szerveibdl szarmazé homogenizalt halszévetmintdbdl ered. Mivel azonban a
PCR-hez haszndlt inokulum sokkal kisebb a sejttenyésztéshez haszndlt inokulumndl, az anyagok kivonds céljdbol
torténd Osszegyjtése el6tt minden halszovetet koriiltekintéen homogenizalni kell.

Ugyanez az elv alkalmazandé akkor is, ha a mintagytjtés RNS-stabilizdl6 reagensekben torténik. Ebben az
esetben azonban gyakran nehezen gytjthet§ reprezentativ anyag egy csében akdr 10 halbdl, az osszevont
mintdnkénti halak szdmadt ezért 2-5 egyedre kell csokkenteni.

L5. Sejttenyészeten végzett virologiai vizsgdlat

[.5.1.  Sejttenyészetek és tapfolyadékok
Naphalivadék — 2 sejtvonalat (BF-2) vagy szivarvanyospisztrang-ivarszerv — 2 sejtvonalat (RTG-2), illetve ponty
epitheliomdb6l vagy tlizcsellébsl szdrmazd sejteket (EPC-, ill. FHM-sejtek) kell tenyészteni 20-30 °C-on,

megfelel§ tdpfolyadékban, nevezetesen Eagle-féle tdpfolyadékban (MEM) vagy annak mddositott véltozataiban,
amelyeket 10 %-os magzati borjiszérummal és dlland6 koncentraciéji antibiotikumokkal kell kiegésziteni.
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A sejtek zdrt ampulldkban torténd tenyésztése esetén a tdpfolyadékot bikarbondttal kell pufferolni. A nyitott
egységekben 1év8 sejttenyészt§ tapfolyadékok trisz-(hidroximetil)-amino-metdn-hidroklorid (Trisz-HCl) (23 mM)
és natrium-bikarbondttal (6 mM) pufferolhatok. A pH-értéknek 7,6 + 0,2-nek kell lennie.

A halszévetmintdval végzend§ beoltdsra haszndlt sejttenyészeteknek frissnek, szokdsos esetben — amennyiben
lehetséges — egynapos, egyrétegli sejttenyészeteknek kell lenniitkk, azonban a 4-48 Ords sejttenyészetek is
elfogadhatdk. A sejteknek a beoltds sordn aktiv névekedési fazisban kell lenniiik.

[.5.2. A sejttenyészetek beoltdsa

Az antibiotikummal kezelt szervszuszpenziét két higitdsban — mégpedig az elsGdleges higitdsban és azon
kiviil annak 1:10 ardnyd higitdsaként — kell beoltani a sejttenyészetekbe, igy a szovetminta 1:100, illetve
1:1 000 ardnyt végsé higitasdt elérve a sejttenyésztS tdpfolyadékban (a homoldg interferencia elkertilése
érdekében). Az 1.5.1. pontban foglaltaknak megfelel6en legaldbb két sejtvonalat kell beoltani. Az inokulum
mérete és a sejttenyésztS tipfolyadék mennyisége kozotti ardnynak 1:10 koriilinek kell lennie.

Minden higitishoz és minden sejtvonalhoz egy legaldbb 2 cm?-es teriiletet — egy 24 lyukd sejttenyésztS lemez
egy véjulatdnak megfelel§ teriiletet — kell haszndlni. Amennyiben lehetséges, sejttenyészt§ lemezeket kell
hasznalni.

[.5.3. A sejttenyészetek inkubaldsa

A beoltott sejttenyészeteket 15 °C-on, hét—tiz napig kell inkubdlni. Ha a sejttenyésztd tapfolyadék szine pirosrél
sdrgdra valtozik, az a tdpfolyadék savasoddsat jelzi; ekkor a pH-értéket steril bikarbondtoldattal vagy ennek
megfelel§ anyaggal be kell allitani a sejtek virusfert6zés irdnti fogékonysdgdnak biztositdsa érdekében.

Legaldbb hathavonként — vagy amennyiben a sejtek fogékonysdganak csokkenése gyanithat6 — el kell végezni a
fagyasztott VHSV- és IHNV-torzsek titrdldsit a sejttenyészetek fertGzés irdnti fogékonysdganak ellendrzése
céljabol. Lehet8ség szerint a III. szakaszban meghatdrozott eljarast kell alkalmazni.

1.5.4.  Mikroszkopos vizsgalat

A beoltott sejttenyészeteket a CPE el6forduldsdnak megdllapitdsa céljabdl rendszeresen, legaldbb hetente
hédromszor kell vizsgélni 40-150-szeres nagyitdsban. Nyilvanvalé CPE észlelése esetén a virusazonositdsi eljdrast
az L.6. pontnak megfeleléen azonnal meg kell kezdeni.

1.5.5.  Passzélds

Ha az elsédleges, 7-10 napos inkubdldst kovetGen nem alakul ki CPE, akkor friss sejttenyészetekkel passzaldst
kell végezni, amelynek sordn az elsédleges sejttenyészetekéhez hasonld teriiletet kell hasznélni.

Az elsGdleges tenyészetet képezd Osszes tenyészetbdl/tenyésztSlemez-vajulatbdl szdrmazé tapfolyadék (feliiliiszo)
azonos mennyiségeit 7-10 napos beoltdst kovetSen a sejtvonalaknak megfeleléen oOssze kell gydjteni. Az
oOsszegyljtott anyagot ezt kovetGen be kell oltani higitatlanul és az 15.2. pontban foglaltak szerint
1:10 ardnyban higitva az eredetivel megegyez§ sejttenyészetekbe (amely a feliiliszé 1:10, illetve 1:100 ardnyt
végsG higitdsat eredményezi). Masik lehet8ségként az elsGdleges tenyészet azonos mennyiségeit képezd
tapfolyadék 10 %-at kozvetleniil be kell oltani a friss sejttenyészetet tartalmazé véjulatba (vdjulatbdl véjulatba
torténd passzdldssal). A beoltdst megelzheti a higitdsok IPN-virus elleni, az 1.4.3. pontban foglaltak szerinti,
megfelelGen higitott antiszérummal végzett elGinkubadlasa.

A beoltott sejttenyészeteket ezt kovetSen 7-10 napig 15 °C-on inkubdlni kell és az 1.5.4. pontnak megfelelGen
meg kell vizsgdlni.

Ha az inkubélds els6 hiarom napjiban toxikus CPE fordul el§, akkor mdr ebben a stddiumban passzalast kell
végezni, de azutdn a sejteket hét napon 4t inkubalni kell, majd Gjra passzélast kell végezni, tovdbbi hét napig
tart6 inkubaldssal. Ha hdrom nap utdn alakul ki toxikus CPE, a sejteket egyszer passzdlni kell, és az elsGdleges
beoltdstol szamitott 14 napos idGtartam eléréséig inkubdlni kell. Az inkubdcié utolsé hét napjin nem
mutatkozhat toxicitdsra utalé jel.

Ha az antibiotikumos kezelés ellenére elfordul bakteridlis fert6zés, akkor a passzdlds el6tt 15-30 percig
2-5 °C-on és 2 000-4 000 x g fordulaton centrifugdldst kell végezni, vagy a feliiliisz6t 0,45 pm-es sz(irén
(alacsony fehérjekots-képességli membranon) dt kell szdirni, vagy mindkét mdiveletet el kell végezni. Ezenkiviil a
passzdldst ugyanazzal az eljdrdssal kell végezni, mint a toxikus CPE észlelésekor az e pont negyedik
bekezdésében ismertetett esetben.

Ha nem fordul el6 CPE, a proba negativnak nyilvanithatd.
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L.6. Virusazonositas

Ha a sejttenyészetben CPE észlelhetd, a tapfolyadékot (feliiliiszot) ossze kell gydjteni és a kovetkez8 mddszerek
legaldbb egyikével kell megvizsgélni: enzimhez kotott immunszorbens préba (ELISA), immunfluoreszcens (IF-)
proba, neutralizdcid, reverz transzkriptdz polimerdz lancreakcié (RT-PCR) vagy valds idejii reverz transzkriptdz
polimerdz lancreakcié (RT-qPCR). Ha e probak nem teszik lehet6vé a virus egy héten beliili pontos azonositdsit,
akkor a feliilliszét azonnali azonositds céljabdl tovébbitani kell a nemzeti referencialaboratériumba vagy a
2006/88/EK iranyelv VI. mellékletében emlitett, halbetegségekkel foglalkozé unids referencialaboratériumba.

[.6.1. ELISA

A virusizolatum azonositdsdhoz kettdsellenanyag-szendvics-ELISA prébat kell végezni. A mikrotiterlemezeket
véjulatonként 50 pl (0,9 pg), IHNV vagy VHSV elleni nydlantiszérumbdl szdrmazd, 15 mM ndtrium-azidot
tartalmazé (9,6 pH-értékd) karbondtpufferben higitott, bizonyitott mindéségtli, A-proteinnel tisztitott immunglo-
bulinokkal kell érzékenyiteni, és 18 6ratdl két hétig terjeds idGszakra 4 °C-on inkubélni kell.

Az 1 % Triton X-100-at tartalmazé mintdk mindegyikét és a pozitiv kontrollokat higité lemezen négyféle
higitdsban — higitatlan, 1:4, 1:16 és 1:64 ardnyban — pufferoldattal (foszfittal pufferelt s6oldattal, (PBS)-T-BSA,
1 %-os BSA) kell higitani. Az ELISA-lemezeket 0,05 % Tween-20 (PBS-T) detergenst tartalmazé foszfattal
pufferelt soldatban kell mosni, és minden higitasbol 50 pl-t 4t kell mérni a higité lemezrdl a mosott és érzéke-
nyitett ELISA-lemezre.

Az ELISA-lemezeket ezutdn 37 °C-on 30 percig inkubdlni kell. Ezt koveten a lemezeket mosni kell és 37 °C-on
30 percig specidlis monoklondlis ellenanyagokkal (a VHSV kimutatdsdhoz IP5B11 tipusd, az IHNV kimuta-
tisdhoz Hyb 136-3 tipust ellenanyagokkal) inkubdlni kell. 50 pl, 1:1 000 ardnyban PBS-T-BSA-ban higitott,
tormaperoxiddzzal (HRP-) konjugélt nytl antiegér-ellenanyagokat kell dtvinni az ELISA-lemezre.

Végezetiil az Gjabb mosast kovetSen vdjulatonként 50 pl ortofenilén-diamin (OPD) hozzdaddsaval kell lathatéva
tenni a reakci6kat. Az ELISA-lemezeket 20 percig szobahémérsékleten, sotétben kell inkubdlni, és a reakciot
véjulatonként 100 pl mennyiségi 0,5 M H,SO, hozzdaddsaval le kell llitani.

Az abszorbancidt ELISA-leolvaséban, 492-620 nm hullimhosszon kell mérni. A mintdk a vizsgdlati
eredményeknek, valamint a pozitiv és a negativ kontrollok abszorbanciaértékeinek az Osszevetését kovetGen
nyilvanithatok pozitivnak vagy negativnak. A higitatlan anyag esetében 0,5-nél alacsonyabb kombinalt abszor-
bancidju (A) mintdk negativnak, a 0,5 és 1,0 kozotti A-értékekkel rendelkezé mintdk kétesnek, az 1,0-ndl
magasabb A-értékkel rendelkezd mintdk pedig pozitivnak tekintenddk.

Az e pontban emlitett ELISA probdk helyett mds, igazoltan hasonlé hatékonysdgi ELISA probék is
alkalmazhatok.

1.6.2. Immunfluoreszcens (IF-) proba

A VHSV és az IHNV jegyzékbe foglalt korokozok azonositdsat ,Black” tipusti 96 lyuki lemezeken, hagyomdnyos
24 lyukt lemezeken vagy 24 lyukd lemezek véjulataiban 1évd fedGlemezeken elszaporitott sejtek fertGzésével
kell végezni. Az IHNV-nek, a VHSV-nek vagy mindkettének a sejtek fedSlemezeken torténd megfertzésével
végzett azonositdsa esetén az aldbbi protokoll alkalmazandé:

a) A fedlemezeken a sejteket olyan stiriségben kell beoltani, amely 24 6rds tenyésztés utin 60-90 %-os
Oszzefiiggl sejtréteg kialakuldsdhoz vezet. Amennyiben lehetséges, erre a célra EPC-sejteket kell hasznalni az
iivegfeliiletekhez valé erGs tapaddsuk miatt, de mds sejtvonalak, példdul a BF-2, az RTG-2 vagy az FHM is
haszndlhatok. 150 pl sejttenyészet-felultiszot két kiilonbozd (1:10 és 1:1 000 aranyd) higitdsban két
példinyban egynapos monorétegekre kell oltani és 15 °C-on 24 érén 4t inkubdlni kell.

b) Ezt kovetben a sejttenyésztS tapfolyadékot el kell tavolitani, és a fert6zott sejt-monorétegeket 0,5 ml jéghideg
(80 tomegszdzalékos) vizes acetonoldattal kell fixdlni. A fixdldst vegyifiilkében, 15 percig szobahdmérsékleten
kell végezni, majd az acetonoldatot el kell tdvolitani, és a fed§lemezeket legaldbb 30 percig levegdén kell
szaritani. Ebben a szakaszban a lemezeket vagy azonnal fel kell dolgozni, vagy tovabbi felhaszndlds céljabol
- 20 °C-on kell tarolni.

¢) Specidlis monoklondlis ellenanyagokat (a VHSV kimutatdsdhoz MAb IP5B11 tipust, az IHNV kimutatdsdhoz
Hyb 136-3 tipust ellenanyagokat) 7,2 pH-értékd, a monoklondlis ellenanyaggyart6 dltal ajanlott higitdsa
0,01 M PBST-ben kell higitani; a fixdlt monoréteghez vijulatonként 50-100 pl-t kell adni, és a lemezeket
37 °C-on egy 6rdn keresztiil nedves kamrdban kell inkubdlni.
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d) A fedSlemezeket 0,05 % Tween-20-at tartalmazé PBS-ben (PBS-T) hdromszor évatosan meg kell mosni, és a
puffert az utolsé 6blités utdn teljesen el kell tdvolitani. A sejteket ezt kovetGen 37 °C-on egy 6rdn keresztiil
elsédleges ellenanyagként fluoreszcein-izotiocianéttal (FITC) — vagy tetrametil-rodamin-5(-és-6-)izotiociandttal
(TRITC) konjugalt — antiegér immunglobulin-ellenanyagokkal kell inkubdlni, a beszallité dtmutatdsa szerint
kell higitani, PBS-T-ben djra meg kell mosni, majd meg kell szdritani. A megfestett tenyészeteket glicerines
sooldattal fedett iiveg tdrgylemezekre kell helyezni, és azokat bees§ ultraibolya (UV) fényben meg kell
vizsgdlni. Ehhez 10-, illetve 12-szeres okuldrt és 25- vagy 40-szeres objektivet kell haszndlni, > 0,7-es, illetve
> 1,3-as numerikus rekeszértékkel.

A sejttenyészetek, a fixdlds és a referenciamindségli ellenanyagok tekintetében mds, igazoltan hasonld
hatékonysagt IF-mddszerek is alkalmazhatok.

1.6.3. Neutralizdci6
A sejteket az Osszegytijtott feliilliszobol centrifugaldssal (2 000-4 000 = g) vagy alacsony fehérjekotd-képességii
membranon (0,45 pm) keresztilli sz(iréssel kell eltdvolitani, és a felildszot a sejttenyésztS tdpfolyadékban
1:100 és 1:10 000 aranyban kell higitani.

A legaldbb kétféle feliiliszo-higitds egyenlé mennyiségeit a kovetkezd reagensek azonos mennyiségeivel Ossze
kell keverni, és azokat 15 °C-on 60 percig killon-kiilon inkubélni kell:

a) VHSV-vel szembeni csoportspecifikus ellenanyagot tartalmazé szérum 1:50 (V/V) higitdsban;

b) THNV-vel szembeni csoportspecifikus ellenanyagot tartalmazé szérum 1:50 (V/V) higitdsban;

¢) az IPNV endemikusan el6forduld szerotipusai ellen termelt antiszérumok elegye 1:50 (V/V) higitdsban;
d) a tdpfolyadék 6nmagdban (pozitiv kontroll).

A virusokat tartalmazé feliiliszé-szérumok elegyének mindegyikébdl legalabb két sejttenyészetet 50-50 pl
inokulummal be kell oltani, majd 15 °C-on inkubdlni kell. A CPE kialakuldsat az 1.5.4. pontban foglaltaknak
megfelelGen kell ellendrizni.

A neutralizdciés probdkra nem reagdlé VHSV-torzseket és -izolitumokat IF vagy ELISA segitségével kell
kimutatni.

Ehelyett mds, igazoltan hasonl6 hatékonysdga neutralizdcids probdk is alkalmazhatok.

1.6.4. RT—PCR/RT—qPCR
1.6.4.1. A virus-RNS el6készitése

Az RNS-sel kapcsolatos 6sszes miiveletet jégen, kesztytiben kell végezni.

Az RNS-t — a gydrt6 Gtmutatdsa szerint — a fenol-kloroform médszerrel vagy RNS-affinitdsoszlop segitségével
kell kivonni. Az aldbbi pontokban részletezett RT-PCR-protokolloknal torténé felhasznéldsra alkalmas kivald
mindgségli RNS-t elddllitd, kereskedelmi forgalomban kaphaté RNS-kivondsi készletek hasznalata megengedett.

Az RNS-t RNédz-mentes desztilldlt vizben (konkrétan 0,1 % dietil-pirokarbondttal kezelt vizben) vagy megfelel§
eldci6s pufferben tdjra kell szuszpendalni.

1.6.4.2. RT-PCR
Az THNV kimutatdséhoz a kovetkezd primereket kell alkalmazni:
forward primer: 5'-AGA-GAT-CCC-TAC-ACC-AGA-GAC-3';
reverz primer: 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3".
A kovetkezd ciklusokat kell alkalmazni (egylépcsés RT-PCR): 1 ciklus 50 °C-on 30 percig; 1 ciklus 95 °C-on
2 percig; 30 ciklus 95 °C-on 30 mdsodpercig, 50 °C-on 30 mdsodpercig, 72 °C-on 60 mdsodpercig; 1 ciklus
72 °C-on 7 percig és 4 °C-on dztatds.
A VHSV kimutatdsdhoz a kovetkezd primereket kell alkalmazni:

VN forward primer: 5'-ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG-3;

VN reverz primer: 5'-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3".
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A kovetkezd ciklusokat kell alkalmazni (egylépcsds RT-PCR): 50 °C-on 30 percig, 95 °C-on 15 percig, 35 ciklus
94 °C-on 30 mésodpercig, 55 °C-on 30 madsodpercig és 68 °C-on 60 mdsodpercig. Ezt kovetSen a reakcidt
68 °C-on 7 percig fenn kell tartani.

Az RT-PCR reakciok mennyiségét és specifikussigat etidium-bromiddal festett 1,5 %-os agardzgélen végzett
gélelektroforézissel kell értékelni és UV-atvildgitdssal kell megfigyelni. Az THNV esetében 693 bp méretd
PCR-amplikon figyelhet§ meg. A VHSV esetében ez a méret 505 bp.

A PCR eredményei a miveletek elvégzésének koriilményeitl fiigg8en véltozhatnak, azaz a haszndlt PCR-készii-
1ékté] figgben el6fordulhat, hogy a hdmérsékleti protokollok optimalizaldsra szorulnak. Ezenfelill fals primer-
kot8dés vagy kontamindci6 miatt el6fordulhatnak fals pozitiv eredmények. Ezért a kétségek elkeriilése érdekében
megfelel6 pozitiv és negativ kontrollokat és szekvendlt amplikonokat is alkalmazni kell. A VHSV-primerek
esetében kiilonosen gondosan kell eljarni a BF-2 sejtek haszndlatakor, mivel a primerek reakciba léphetnek a
DNS-/RNS-sejtvonalakkal, és hasonlé méretli hamis porzitiv eredményeket hozhatnak. A BF-2 sejtekbdl
szarmazo feliilisz6 vizsgdlatakor az amplifikalt PCR-fragmenseket szekvendlni kell.

1.6.4.3. A VHSV esetében alkalmazott RT-qPCR
A VHSV esetén az amplifikdciot a kovetkez8 primerekkel és probaval kell végezni:
forward primer: 5'-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3';
reverz primer: 5 -TCT-GCG-ATC-TCA-GTC-AGG-ATG-AA-3";
valamint préba: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQ1.

Egylépcsds RT-qPCR:

Minden végigfuttatott lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ciklusparaméterek:
50 °C-on 30 percig, 95 °C-on 15 percig, 40 ciklus 94 °C-on 15 maésodpercig, 60 °C-on 40 mdsodpercig,
72 °C-on 20 mdsodpercig; sziikség esetén kiigazitandd. Ehelyett mds, igazoltan hasonlé hatékonysdgi RT-PCR-
vagy RT-qPCR-viltozatok is alkalmazhatok.

1.6.4.4. Az IHNV esetében alkalmazott RT-qPCR
Az THNV esetén az amplifikdciot a kovetkez8 primerekkel és prébaval kell végezni:
forward primer: 5'-AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3';
reverz primer: 5 -TTCTTTGCGGCTTGGTTGA-3";
valamint préba: 5’ 6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.

Kétlépesés RT-qPCR:

Mivel a kovetkezs proba kétlépesds amplifikdcion alapul, a fertézés megakadalyozdsa érdekében a csovek egyik
reakci6bdl a masikba mozgatdsakor kiilonos gondossdggal kell eljarni.

Ciklusparaméterek (az RT-lépcsdt kovetSen): 50 °C-on 2 percig, 95 °C-on 10 percig, azt kovetSen 40 ciklus
95 °C-on 15 mdsodpercig és 60 °C-on 1 percig; szitkség esetén kiigazitando.

Ehelyett mds, igazoltan hasonlé hatékonysagii RT-PCR- vagy RT-qPCR-véltozatok is alkalmazhatok.
IL. Jarvanykitorés gyaniija esetén alkalmazand6, a VHS, az IHN vagy mindkett§ gyanijinak megerdsitésére vagy
kizdrdsdra szolgdlo részletes diagnosztikai médszerek és eljirdsok

Amennyiben a 2006/88/EK irdnyelv 57. cikke b) pontjdnak megfelelGen laboratériumi vizsgélat szikséges az
IHN, a VHS vagy mindketté jelenlétének az I. melléklet 1. részének II.3. pontjdban meghatdrozott diagnosztikai
modszerekkel torténd megerdsitéséhez vagy kizdrdsdhoz, az aldbbi részletes diagnosztikai mddszerek és
eljarasok alkalmazandok:

a) hagyomadnyos virusizoldlds, majd szérumneutralizacié, valamint immunkémiai vagy molekuldris virusazo-
nositas;

b) RT-PCR vagy RT-qPCR dtjan végzett viruskimutatds;

c) egyéb diagnosztikai mddszerek, példdul IFAT, ELISA, RT-PCR, THC.
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IL1.  Hagyomdnyos virusizoldlds azt kovetd virusazonositdssal
IL1.1. Mintdk kivdlasztdsa

Legalabb 10, az IHN vagy a VHS tipikus tiineteit mutat6 halat kell vizsgélatra kivalasztani.

I1.1.2. A halakbdl szdrmazé mintdk elSkészitése és szallitdsa

A hagyomdnyos virusizoldlds céljabol torténé elSkészitéskor és szallitdskor az 1.2. pontban ismertetett
modszereket és eljardsokat kell kovetni.

I.1.3. Kiegészitd diagnosztikai anyag gyijtése

A kiegészit6 diagnosztikai anyag hagyomdnyos virusizoldlds céljdbdl végzett gytjtésekor az 1.3. pontban
ismertetett mddszereket és eljarasokat kell kovetni.

I.1.4. A mintdk sejttenyészet-vizsgdlatra torténd elkészitése

A mintdk hagyomdnyos virusizoldlds céljabol végzett sejttenyészet-vizsgalatra torténd elSkészitésekor az
L.4. pontban ismertetett mddszereket és eljdrdsokat kell kovetni.

I.1.5. Sejttenyészeten végzett virologiai vizsgdlat

A hagyomadnyos virusizoldlds céljabdl végzett virologiai vizsgalatkor az L.5. pontban ismertetett méodszereket és
eljdrasokat kell kovetni.

I.1.6. Virusazonositds
A hagyomdnyos virusizoldlds céljdbol végzett virusazonositdskor az L.6. pontban ismertetett modszereket és
eljdrasokat kell kovetni.

I.2.  RT-gPCR dtjdn torténd viruskimutatds

[1.2.1. Mintdk kivdlasztdsa

A mintdk RT-qPCR atjan végzendd viruskimutatds céljdbdl torténd kivalasztasakor az 1.1.2. pontban ismertetett
modszereket és eljdrasokat kell kovetni.

I1.2.2. A halakbdl szdrmazé mintdk elGkészitése és szallitdsa

Az RT-qPCR dtjan végzendS viruskimutatds céljdbol torténd elSkészitéskor és szallitdskor az 1.2. pontban
ismertetett modszereket és eljardsokat kell kovetni.

11.2.3. Kiegészitd diagnosztikai anyag gyfijtése

A kiegészit6 diagnosztikai anyag RT-qPCR tjan végzendd viruskimutatds céljdbol torténd gydjtésekor az
1.3. pontban ismertetett modszereket és eljardsokat kell kovetni.

1.2.4. Mintdk el6készitése RT-qPCR céljira

A mintdk RT-qPCR dtjan végzend$ viruskimutatds céljabol torténd el6készitésekor az 1.6.4.1. pontban
ismertetett mddszereket és eljarasokat kell kovetni.

I1.2.5. RT-gPCR

Az RT-qPCR dtjdn torténd viruskimutatdskor az 1.6.4.1., 1.6.4.3. és 1.6.4.4. pontban ismertetett modszereket és
eljarasokat kell kovetni.

I.3.  Mds diagnosztikai mddszerek

Az 1.4.3. pontban foglaltak szerint el@készitett feliiliszé az 1.6.1. pontnak megfelelGen tovabbithaté ELISA
probéra, az 1.6.2. pontnak megfelelGen tovabbithatd indirekt fluoreszcens ellenanyag-vizsgalatra (IFAT), illetve az
1.6.4. pontnak megfeleléen tovébbithaté RT-PCR-vizsgdlatra. A szovetminta aldvethet6 mds diagnosztikai
modszereknek is, példaul fagyasztott metszeteken végzett I[FAT-vizsgdlatnak és formalinban fixalt szovetmintdn
végzett immunhisztokémiai vizsgélatnak. E gyors médszerek mellett a Il.a) vagy a ILb) pontnak megfelelGen a
mintavételt kovetS 48 ordn beliil viroldgiai vizsgalatot kell végezni, amennyiben:

a) negativ eredmény mutathaté ki, vagy

b) pozitiv eredmény mutathat6 ki a VHS vagy IHN el6forduldsdnak elsd eseténél vett anyaggal.
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1L A sejttenyészetek fertGzés irdnti fogékonysdginak ellendrzésére iranyulo titraldsi eljrds

A sejttenyészetek fert6zés irdnti fogékonysdganak ellenSrzésére irdnyuld, az 1.5.3. pontban emlitett titrdldskor az
e pont aldbbi bekezdéseiben meghatdrozott eljardsok kovetendsk.

Legaldbb két VHSV- és egy IHNV-izolitumot kell haszndlni. Az izoldtumoknak az Eurépai Unién beliil
eléfordulé virusok f6 csoportjat kell képviselniitk, mégpedig a VHSV esetében egy édesvizi, a szivdrvinyos
pisztrangbdl szdrmazé kdrokozd izoldtumdt, valamint egy tengeri, a nagy rombuszhalat megbetegitd
izoldtumot, az IHNV esetében pedig egy, a szivarvdnyos pisztringot megbetegitS, Eurépai Unidén belili torzs
izoldtumdt. A tagdllamokbdl szdrmazd, pontosan meghatdrozott izoldtumokat kell haszndlni. Alacsony
passzdzsszamu sejtkultirdn, sejttenyészt§ palackban, a VHSV esetében BF-2 vagy RTG-2 sejteken, az IHNV
esetében EPC- vagy FHM-sejteken kell szaporitani a virustorzseket. Legaldbb 10 % szérumot tartalmazd sejtte-
nyészt tapfolyadékot kell haszndlni. A beoltdshoz alacsony MOI érték (< 1) alkalmazandé.

Teljes CPE esetén a virust a sejttenyészet feliiliszdjanak 2 000 x g fordulaton, 15 percig végzett centrifugaldsaval
le kell fejteni, 0,45 pm-es membransz{irén 4t kell szlirni és megjelolt fagyasztocsovekbe kell adagolni. A virust
— 80 °C-on kell tarolni.

A fagyasztds utdn egy héttel minden virusbdl hdrom parhuzamos ampullét hideg vizben fel kell olvasztani, és
azokat a megfeleld sejtvonalon titrélni kell. Legalabb hathavonként vagy a sejtvonal fogékonysdga csokkenésének
gyandja esetén minden virusizoldtumot fel kell olvasztani és titralni kell.

A titrdldsi eljdrdst részletesen le kell irni és mindig ugyanazon eljdrdst kell kovetni.

A végpontig torténd titrdlds sordn minden higitdsi lépésnél legalabb hat parhuzamos ampulldt kell alkalmazni. A
titereket Ossze kell hasonlitani a kordbban kapott titerekkel. Ha a hirom virusizoldtum barmelyikének titere egy
vagy tobb log2 értékkel csokken az eredeti titerhez képest, akkor a sejtvonal tobbé nem hasznélhaté feliigyeleti
célokra.

Ha a laboratériumban kiilonb6z48 sejtvonalakat tartanak, akkor minden vonalat killon-kiilon vizsgdlni kell.

A nyilvantartdsokat legaldbb tiz évig meg kell Grizni.

2. RESZ

A KOI-HERPESZVIRUSBETEGSEG (KHVD) FELUGYELETERE ES MEGEROSITESERE SZOLGALO RESZLETES
DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK ES ELJARASOK

I v

A KHVD jelenlétének megerdsitésére vagy gyanijanak kizdrdsdra szolgdlo részletes diagnosztikai médszerek és
eljardsok

Amennyiben a 2006/88/EK irdnyelv 57. cikke b) pontjanak megfelelGen laboratériumi vizsgdlat sziikséges a
KHVD jelenlétének megerdsitéséhez vagy gyantjanak az I melléklet 2. részének IIl. szakaszdban meghatarozott
diagnosztikai moédszerekkel torténs  kizardsahoz, az e rész 1.1-1.2. pontjdban meghatdrozott részletes
diagnosztikai médszerek és eljarasok alkalmazandok.

L1. A halakbél szdrmazé mintdk el6készitése

Diagnosztikai célra a halak elkiildhet6k élve vagy ledlve, lezart aszeptikus tdroldedényekbe kilon-kiilon
csomagolva, illetve alternativ megolddsként 80-100 %-os alkoholban vagy virusszallité tdpfolyadékban
tartdsitott (a begyjtést kovetden 48 drdn beliil feldolgozandd) fagyasztott szervek vagy szervdarabok is felhasz-
ndlhatok a hagyomdnyos PCR- vagy qPCR-alapti médszerekkel végzett vizsgdlathoz.

A KHV kimutatdsdhoz kopoltyut és vesét kell gytijteni; ezenfeliil 1ép, agyveld és bél keriilhet egy tovabbi kiilon
mintdba. Akut esetekben legfeljebb 6t halbdl szarmazé szovetminta dsszevonhatd.

Ezen tilmenden egyes esetekben nem letdlis mintdk, példdul vér, kopoltyabdl vett tamponminték, kopoltytbio-
pszids minta és nyalkahdrtya-kaparék is felhasznalhat6 (azaz a KHV jelenlétének gyandja esetén nagyon értékes
halak is felhasznédlhatdk).

[1.1. DNS-kivonds
A DNS kivondsét szabvanymtiveleti eljdrdsoknak megfelelSen kell végezni.

2z

Az 1.2. pontban emlitett PCR-protokollokkal valé felhasznaldsra alkalmas kivdlé mindségli DNS-t elddllitd,
kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS-kivondsi készletek haszndlata megengedett.
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1.2. Polimerdz lancreakcién (PCR) alapulé kérokozd-kimutatds és -azonositds
[.2.1. KHV-kimutatasra szolgdlé qPCR
A KHV gPCR dtjan torténd kimutatdsdhoz az alabbi qPCR-proba alkalmazando:
forward primer (KHV-86f): 5'-GACGCCGGAGACCTTGTG-3';
reverz primer (KHV-163r): 5'-CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT-3';
valamint préba (KHV-109p): 5'-FAM-CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG-3'.

Ciklusparaméterek: 1 ciklus 95 °C-on 15 percig, azt kovetSen 40 ciklus 94 °C-on 15 mdsodpercig és 60 °C-on
60 mdsodpercig. Minden végigfuttatott lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell.
Ehelyett mds, igazoltan hasonl6 hatékonysdgi qPCR-valtozatok is alkalmazhatdk.

1.2.2.  KHV-kimutatdsra szolgdlé hagyomanyos PCR

Az e pontban ismertetett, a KHV timidin-kindz (TK) génjére irdnyulé préba alkalmazandé. Az itt ismertetett
PCR-médszer helyett azonban igazoltan hasonlé érzékenységii és specificitdsi egyéb PCR-rendszerek is
alkalmazhatok.

Forward primer (KHV-TK({): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3';
Reverz primer (KHV-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3".

Ciklusparaméterek: 1 ciklus 95 °C-on 5 percig, azt kovetGen 35 ciklus 95 °C-on 30 mdsodpercig, 52 °C-on
30 masodpercig, 72 °C-on 1 percig és 1 ciklus 72 °C-on 10 percig. A termék méretének 409 bp-nak kell lennie.

A PCR eredményei a miveletek elvégzésének korilményeitSl figgden véltozhatnak, azaz a haszndlt PCR-
késziiléktdl fuggSen el6fordulhat, hogy a hémérsékleti protokollok optimalizdldsra szorulnak. Ezenfelil fals
primerkotédés vagy kontamindcié miatt el6fordulhatnak fals pozitiv eredmények. Minden végigfuttatott
lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ehelyett mds, igazoltan hasonl6
hatékonysag PCR-véltozatok is alkalmazhatok.

Egy adott teriileten belilli els§ kimutatdst szekvendldssal kell megerdsiteni, vagy egy nemzeti referencialaboraté-
riumba vagy a 2006/88/EK irdnyelv V1. mellékletében emlitett, halbetegségekkel foglalkozé unis referencialabo-
ratériumba kell kiildeni.

IL. A KHVD feliigyeletére szolgilé részletes diagnosztikai méodszerek és eljarasok

A KHVD-re vonatkoz6 bizonyos egészségiigyi stitusoknak az I. melléklet 2. része I. szakaszdban meghatdrozott
megszerzése vagy fenntartdsa céljdbol — az emlitett melléklet 2. részének II. vagy IIl. szakaszdban foglalt
diagnosztikai modszerekkel — végzett mintavétel és laboratériumi vizsgalat sordn az e rész aldbbi IL1. és
I1.2. pontjidban meghatdrozott részletes diagnosztikai médszerek és eljardsok alkalmazandok.

IL1. A halakbdl szdrmaz6 mintdk elGkészitése

Amennyiben lehetséges, a virusnak kedvezd hémérsékleti tartomdnyban hosszabb ideig (azaz 15-26 °C-on két-
hdrom hétig) tartott halakbdl kell mintdt venni. Amennyiben lehetséges, a KHV kimutathatésdgdnak javitdsa
érdekében a mintdkat a virushordozé stitusi halakban a virus reaktivéldsit esetlegesen kivalté gazdalkoddsi
gyakorlatokat, példdul a halé kivetését vagy a szallitdst kovetS 24 6ran beliil, de legkésébb 72 éran beliil kell
gy(jteni.

A KHVD feliigyelete céljabdl a halak elkiildhet8k élve vagy leolve, lezart aszeptikus taroléedényekbe kilon-kiilon
csomagolva, illetve alternativ megolddsként 80-100 %-os alkoholban vagy virusszallité tdpfolyadékban
tartositott (a begytjtést kovetGen 48 6ran beliil feldolgozandd) fagyasztott szervek vagy szervdarabok is felhasz-
nalhaték a hagyomdnyos PCR-alapti mddszerekkel végzett vizsgdlathoz. A KHVD feliigyeletéhez kopoltyt- és
veseszovetet kell gydjteni.

A KHVD feliigyelete céljabdl a mintdk dsszevondsa lehetSleg keriilendS. Ha szitkséges az osszevonds, legfeljebb
két halbdl szdrmazd szovetminta vonhaté Ossze. A nagyobb mintdkat mozsirban mozsirtorGvel vagy
Stomacher késziilékkel kell homogenizilni, a részmintdkat pedig a derités el6tt ki kell nyerni a DNS-
kimutatdshoz. Alternativ megolddsként a mintdba felvett és feltdir6 cs6be (liziscs6be) helyezett szovetek
mindegyikébdl gyjthetd részminta.
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IL.1.1. DNS-kivonds
A DNS kivondsat szabvanymiiveleti eljardsoknak megfelel6en kell végezni. A IL.2. pontban meghatdrozott PCR-

protokollokkal val6 felhaszndldsra alkalmas kivdlé mindségti DNS-t el6éllit6, kereskedelmi forgalomban kaphatd
DNS-kivondsi készletek haszndlata megengedett.

Az elfogadhat6 szévet/tdpfolyadék ardny 1:9 w/v. A vizsgilatokhoz 20-25 mg szovetmintat kell felhaszndlni.

I.2. A KHVD PCR-alapti médszerekkel végzett feliigyelete

A KHV feliigyeletéhez qPCR alkalmazandd. Ha kordbban pozitivként nem megerdsitett teriileten pozitiv mintdk
jelennek meg, a vizsgélati eredményeket az aldbbiak valamelyikével kell megerdsiteni:

a) a mintdkbdl szdrmazé PCR-termék vagy fészek PCR-termék szekvendldsdval.

A 1étrejott tiszta konszenzusszekvencidnak (legaldbb 98 %-ban) illeszkednie kell ezekhez a referenciaszekven-
cidkhoz;

b) vagy a mintdk megerdsités céljidbol nemzeti referencialaboratériumba is kiildhetdk.
.2.1. KHV-kimutatasra szolgdlé qPCR

Az aldbbiakban ismertetett qPCR alkalmazandé:

forward primer (KHV-86f): 5'-GACGCCGGAGACCTTGTG-3;

reverz primer (KHV-163r): 5'-CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT-3';

valamint préba (KHV-109p): 5'-FAM-CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG-3'.

Ciklusparaméterek: 1 ciklus 95 °C-on 15 percig, azt kovetSen 50 ciklus 94 °C-on 15 mdsodpercig és 60 °C-on
60 masodpercig.

A qPCR eredményei a miveletek elvégzésének koriilményeitsl fiiggden valtozhatnak, azaz a haszndlt PCR-
késziiléktdl fuggSen el6fordulhat, hogy a hémérsékleti protokollok optimalizdldsra szorulnak. Ezenfelil fals
primerkotédés vagy kontamindcié miatt el6fordulhatnak fals pozitiv eredmények. Minden végigfuttatott
lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ehelyett mds, igazoltan hasonl6
hatékonysagi qPCR-valtozatok is alkalmazhatdk.

.2.2. A KHV kimutatdsdnak megerdsitésére szolgalé hagyomanyos PCR

A KHV-fert6zés jelenlétének megerdsitéséhez az aldbbi 2.1. tdbldzatban ismertetett generikus fészek-PCR, majd
az amplifikalt termék szekvendldsa alkalmazando.

2.1. tdbldzat

Primerek, valamint az dsszes cyprinid-herpeszvirusra (CyHV-1, CyHV-2 és CyHV-3) irdnyuld fészek

PCR-proba feltételei
Primer neve Szekvencia Ciklusparaméterek Termék mérete
CyHVpol-forward | 5'-CCAGCAACATGTGCGACGG-3' PCR elsg kre
1 ciklus:

95 °C-on 2 percig
40 ciklus:

95 °C-on 30 mdsodpercig 362 bp
CyHVpol-reverz 5'-CCGTARTGAGAGTTGGCGCA-3’ 55 °C-on 30 mésodpercig
72 °C-on 45 mdsodpercig
1 ciklus:

72 °C-on 10 percig
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Primer neve Szekvencia Ciklusparaméterek Termék mérete
CyHVpol-belss | 5/ cgacaavaayaTcaGeees: PCR mésodik kore
forward ”
1 ciklus:

95 °C-on 2 percig
40 ciklus:
95 °C-on 30 mdsodpercig 339 bp

CyHVpol-bels re-
verz

5/ GAGTTGGCGCAYACYTTCATC-3' | >° C-on 30 mésodpercig
72 °C-on 45 mdasodpercig
1 ciklus:

72 °C-on 10 percig

A PCR eredményei a miiveletek elvégzésének korilményeitSl fiiggden véltozhatnak, azaz a haszndlt PCR-
késziiléktsl figgben el6fordulhat, hogy a hémérsékleti protokollok optimalizldsra szorulnak. Ezenfelul fals
primerkotddés vagy kontamindcié miatt el6fordulhatnak fals porzitiv eredmények. Minden végigfuttatott
lemeznek templatnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ehelyett igazoltan hasonlé hatékonysiga
qPCR-véltozatok is alkalmazhatok.

A szekvendldst a laboratérium vagy szekvendldsra szakosodott kiilsG cégek végezhetik el. A szekvendlds
eredményeit a szekvencidk ismert KHV-referenciaszekvencidkhoz (Gen Bank hozzdférési szimok: AP008984,
DQ657948 és DQ177346) illesztésével kell elemezni. A 1étrejott tiszta konszenzusszekvencidnak legaldbb
98 %-ban egyeznie kell ezekkel a referenciaszekvencidkkal.

3. RESZ

A LAZACOK FERTOZO VERSZEGENYSEGENEK (ISA) FELUGYELETERE ES MEGEROSITESERE SZOLGALO RESZLETES
DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK ES ELJARASOK

L Az ISA feliigyeletére és az ellene val6 védekezésre szolgdlé mintavételi eljardsok

A mintavétel és a laboratériumi vizsgilat sordn az I. melléklet 3. részében meghatdrozott feliigyeleti vagy
felszdmoldsi programokhoz, illetve az ISA jelenlétének a 2006/88/EK irdnyelv 57. cikke b) pontja szerinti
megerdsitéséhez vagy kizdrdsdhoz az e szakasz 1.1., 1.2 és 1.3. pontjaban meghatirozott részletes diagnosztikai
modszerek és eljardsok alkalmazanddk.

L1. A halakbdl szdrmaz6 mintdk el8készitése

Az ISA jelenlétének laboratériumi vizsgélatdhoz a halmintdk Osszevondsa lehetSség szerint keriilendS. Az ISA
feliigyelete céljdbol azonban 2-5 halbdl szdrmazé minta sszevondsa elfogadhatd.

A mintdul szolgdl6 osszes halbdl szovetet kell venni a forditott transzkripciés polimerdz lancreakciéval (RT-PCR)
végzendd elemzéshez. Steril eszkozt hasznilva egy darabot ki kell venni a halak kozépveséjébdl és 1 ml igazolt
hatékonysagiin RNS-stabilizdl6 oldatot tartalmazé mikrocentrifuga-csébe kell helyezni. Egy szallitboldatot
tartalmazé csébe legfeljebb 6t halbdl szdrmazd szovet gytjthetS, amely igy egy Osszevont mintdt alkot. Egy
mintdban a szovetek tomegének 0,5 g-nak kell lennie. Ha a halak az el6irt tomegd minta vételéhez tdl kicsik,
vese-, sziv-, 1ép-, mdj- vagy pyloric caeca-darabok vehet6k — ilyen sorrendben —a 0,5 g eléréséig.

A szdvettani vizsgdlatra szant mintdk csak az ISA jelenlétére utalé klinikai tiineteket vagy kérbonctani elvlto-
zdsokat mutatd, szabdlyos alkatd, frissen leolt halakbdl vehetSk. Mintét kell venni barmilyen kiils6 vagy belsd
sériilésbdl, valamint szike segitségével minden esetben mintdt kell venni az egyes halak kozépveséjébdl, szivébdl,
mdjabol, hasnydlmirigyébdl, beleibdl, kopoltytibdl és 1épébdl, amelyet 8-10 térfogat-szdzalékos pufferolt
formalinos séoldatba kell helyezni. A fixdlé szévethez viszonyitott ardnydnak a szovet kielégits tartdsitdsinak
biztositdsa érdekében legaldbb 20:1-nek kell lennie. Az immunhisztokémiai (IHC-) vizsgdlathoz a kozépvesébdl
és a szivbdl kell mintdt venni.
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A mintdul szolgdlé osszes halbdl szovetet kell venni sejttenyészeten végzett virologiai vizsgdlathoz. Steril
eszkozt haszndlva darabokat kell venni a halak mdjabdl, el6- vagy kozépveséjébdl, szivébdl és 1épébdl, és ezeket
9 ml széllité tapfolyadékot tartalmazé mdanyag csovekbe kell helyezni. Egy szdllitdoldatot tartalmazé csébe
legfeljebb 5 halbdl vett szovet tehet8, amely igy egy 6sszevont mintat alkot. Egy mintdban a szdvetek tomegének
1,0 £ 0,5 g-nak kell lennie.

1.2. A halakbdl szdrmaz6 mintdk szallitdsa

Egész halak is szdllithatok a laboratériumba, ha az e szakasz 3. pontjaban ismertetett h6mérsékleti kovetel-
mények a szdllitds sordn teljesithet6k. Az egész halakat nedvszivé papirba kell csomagolni, és mianyag
tasakban, az emlitett pontban foglaltaknak megfelel@en hitve kell szallitani.

£l halak is szdllithatok, de csak a halbetegségekkel foglalkozé nemzeti referencialaboratérium feliigyelete
mellett és az é16 halak széllitdsakor felmeriil§ tovabbi fertStlenitési és bioldgiai biztonsigi szempontok figyelem-
bevételével.

A vérmintdkat és a halak virologiai vizsgdlatra vagy RT-PCR-elemzésre szdnt szoveteit tartalmazd csoveket
szigetelt tartdlyokba, példdul vastag fald polisztirol-dobozokba kell helyezni, elegendd jéggel vagy jégakkuval
ahhoz, hogy a laboratériumig torténd szdllitds sordn a mintdk hitése biztosithaté legyen. A fagyasztds
keriilendd, és dtvételkor a szdllitbdobozban még lennie kell jégnek, illetve egy vagy tobb jégakkunak részben
vagy egészen tovdbbra is fagyottnak kell lennie. Kivételes koriilmények kozott az RT-PCR elemzésre szant
mintdk és a viroldgiai vizsgdlatra szant mintdk gyorsfagyaszthatdk, és — 20 °C vagy az alatti hdmérsékleten is a
laboratériumba szallithatok.

Az RT-PCR-elemzéshez RNAlater oldatban tartdsitott szovetek esetében az RNS kivondsdt a mintdk tdroldsi
hémérsékletétd] figgéen az aldbbi iddn beliil el kell végezni:

37 °C-on tdrolt mintdk: egy nap;

25 °C-on tdrolt mintak: egy hét;

4 °C-on tarolt mintdk: egy honap;

— 20 °C-on tdrolt mintdk: hatdrozatlan idg.

Ha a halszoveteket fixdloban szillitjdk szovettani vizsgélatra, azokat {itésdllé tartdlyokba helyezett szivargds-
mentes csovekben kell szdllitani. E mintdk fagyasztdsa keriilendd.

A sejttenyészeten végzett viroldgiai vizsgalatot minél hamarabb, legkésébb a mintdk gydjtését kovet 48 ordn
beliil el kell kezdeni. Kivételes esetekben a virologiai vizsgdlat legkésébb az anyag gydjtését kovetd 72 6ran beliil
is elkezdhetd, feltéve, hogy a vizsgédlati anyag szallitd tipfolyadékkal védett, és a szdllitds alatti hmérsékleti
kovetelmények teljesithetSk.

L.3. Kiegészit$ diagnosztikai anyag gytijtése
A diagnosztikai laboratérium beleegyezésével kiegészité vizsgdlatok céljdra az 1.1. pontban emlitettdl eltérd
halszoveteket is lehet gydijteni és el lehet késziteni.

IL. Az ISA feliigyeletére, valamint jelenlétének megerdsitésére vagy gyandjinak kizdrdsira szolgdlo részletes
diagnosztikai médszerek és eljarisok

Az ISA-ra vonatkozd bizonyos egészségiigyi stitusoknak az I. melléklet 3. része I. szakaszdban meghatarozott
megszerzése vagy fenntartdsa céljabol, illetve az ISA jelenlétének megerdsitése vagy gyandjdnak kizdrasa céljabol
a 2006/88[EK irdnyelv 57. cikke b) pontja szerint — az I. melléklet 3. részének II. szakaszaban foglalt
diagnosztikai modszerekkel — végzett laboratériumi vizsgélat sordn a IL.1-1L.5. pontban meghatirozott részletes
diagnosztikai mddszerek és eljardsok alkalmazandok.

I.1. A mintdk vizsgilata RT-PCR mddszerrel
Az ISAV kiszliréséhez alkalmazandé diagnosztikai médszer az RT-qPCR. Mivel az RT-qPCR eredményei a

mivelet elvégzésének koriilményeitdl fuggSen valtozhatnak, a kétségek elkeriilése érdekében megfelelS pozitiv és
negatfv kontrollokat és amplikonokat is figyelembe kell venni.

I.1.1. Az dsszes RNS kivondsa

Az RNS-sel kapcsolatos 6sszes miiveletet jégen, kesztytiben kell végezni.
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Az osszes RNS-t — a gydrt Gtmutatdsa szerint — a fenol-kloroform médszerrel vagy RNS-affinitdsoszlopok
segitségével kell kivonni.

A tisztitott RNS-t RNdz-mentes desztilldlt vizben (0,1 % dietil-pirokarbondttal kezelt vizben) djra kell
szuszpendalni.

sz

A kivont RNS koncentrdcidjat és tisztasdgdt az optikai sirtiség 260 nm-en és 280 nm-en végzett mérésével kell
megbecsiilni. Alternativ médszerként a I1.1.3. pontban foglaltaknak megfelelSen a virusgenomot célzé belsd
kontrollok is alkalmazhatok.

IL.1.2. Az ISAV kimutatdsdra szolgalé RT-PCR

Az ISAV-genom amplifikdldsahoz kiilonféle RT-PCR modszerek alkalmazhatok. VégezhetS kétlépesSs RT-PCR,
amelynek sordn a reverz transzkriptdz és a polimerdz ldncreakcié 1épcsSinek lefuttatdsa két kiilondllé csben
torténik. Végezhetd azonban egylépcsds reakeié is, amelynek sordn a két reakcid lefuttatdsa egy cs6ben torténik.
Lehetdség szerint az egylépcsds modszert kell alkalmazni, mivel az egycsoves proba minimdlisra csokkenti a
keresztfert6z8dés kockdzatat, mivel a csovek tartalmat nem kell dthelyezni; ez a modszer ugyanolyan érzékeny-
ségtinek tekintendd, mint a kétlépcsds modszer.

Az e pontban ismertetett primereket és probdt, azaz a 8. szegmenst célzd, valamint az ISAV kitorésekor és a
korokozé-hordozé halakban torténd kimutatdsira alkalmasnak taldlt ILA1, illetve ILA2 primerpért kell
alkalmazni. Az ILA2 reverz primer nem egyezik az észak-amerikai izoldtumokkal; azokban az esetekben
alternativ primerkészletet kell alkalmazni.

Forward primer (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3';
reverz primer (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3".

Ciklusparaméterek: 1 ciklus 50 °C-on 30 percig, 1 ciklus 94 °C-on 15 percig, 40 ciklus 94 °C-on
30 mdsodpercig, 55 °C-on 30 masodpercig, 72 °C-on 60 madsodpercig, 1 ciklus 72 °C-on 5 percig. A termék
mérete 155 bp.

A PCR eredményei a miiveletek elvégzésének koriilményeitSl fiiggéen véltozhatnak, azaz a haszndlt PCR-
késziiléktdl fuggSen elSfordulhat, hogy a hémérsékleti protokollok optimalizdldsra szorulnak. Ezenfelil fals
primerkotédés vagy kontamindcié miatt el6fordulhatnak fals pozitiv eredmények. Minden végigfuttatott
lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ehelyett mds, igazoltan hasonld
hatékonysdgi RT-PCR-viltozatok is alkalmazhatok.

I.1.3. Az ISAV kimutatdsdra szolgdlé RT-qPCR

Az RT-qPCR alkalmazdsa javithatja a specifikussigot és adott esetben az érzékenységet is. E mddszerrel a
miivelet gyorsabban elvégezhetS, mivel nincs szitkség gélelektroforézises lépésre, és a mddszer csokkenti a
keresztfert6z6dés kockdzatat, mivel megbecsiilhet§ a mintatarté csében 1év6 virusgenom-RNS mennyisége. Az
RT-qPCR préba hétrianya, hogy az amplifikdlt termékek gyakran nem szekvendlhatok. Az amplifikdlt termék
specifikussdgat illetd gyant felmeriilése esetén mindenesetre masik ISAV-specifikus probat kell végezni az
eredmény ellendrzése érdekében.

Az e pontban ismertetett, a 8. szegmenst célz6 prébat kell alkalmazni. Ennek a prébanak az Eurdpai Uni6bdl,
az Eurépai Szabadkereskedelmi Tarsuldsbdl és az Eszak-Amerikdbdl szdrmazé izoldtumokra kell kiterjednie.
Lehetdség szerint az egylépcsés modszert kell alkalmazni, ugyanis az egycsoves proba csokkenti a keresztfer-
t6z6dés kockdzatit.

Forward primer: 5'-CTACACAGCAGGATGCAGATGT-3;
reverz primer: 5'-CAGGATGCCGGAAGTCGAT-3";
valamint préba: 5'-FAM- CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3'.

Minden végigfuttatott lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ciklusparaméterek:
1 ciklus 50 °C-on 30 percig, 1 ciklus 95 °C-on 15 percig, 40 ciklus 94 °C-on 15 mdsodpercig, 60 °C-on
60 mésodpercig; szitkség esetén kiigazitand6. Ehelyett mds, igazoltan hasonlé hatékonysdgii RT-PCR- vagy
RT-qPCR-viéltozatok is alkalmazhatok.
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I.1.4. PCR-termékek amplifikdlt szekvenaldsa
Forward primer (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA-3';
reverz primer (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA-3'".

Minden végigfuttatott lemeznek templdtnegativ és pozitiv kontrollokat is tartalmaznia kell. Ciklusparaméterek
(egylépcsés RT-PCR): 1 ciklus 50 °C-on 30 percig, 1 ciklus 94 °C-on 15 percig, 40 ciklus 94 °C-on
30 mdsodpercig, 55 °C-on 30 mdsodpercig, 72 °C-on 60 mdsodpercig, 1 ciklus 72 °C-on 5 percig; szitkség
esetén kiigazitandd. Ehelyett mds, igazoltan hasonlé hatékonysigi RT-PCR- vagy RT-qPCR-viltozatok is
alkalmazhatok.

Alternativ médszerként a HPR 6. szegmensben torténg szekvendldsara szolgdlé médszer is alkalmazhaté:
forward primer: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3';

reverz primer: 5-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3'.

A termék mérete: HPRO esetén 304 nt.

Az e pontban ismertetett probakéhoz hasonlé érzékenységti és specifikussdgii RT-PCR-prébék is alkalmazhatok.

Az amplifikdlt RT-PCR-termék tisztasdgdt a szekvendlds el6tt gélelektroforézissel kell ellendrizni. Ha csak egy
tiszta fragmens jelenik meg, azt kozvetleniil a polimerdz lancreakciobdl kell megtisztitani. Ha tobb amplifikalt
fragmens fordul eld, a 1ényeges fragmenst gélelektroforézissel kell megtisztitani. A PCR-fragmensek oldatokbdl
vagy agar6zgélbdl torténd kitisztitdsdt a gyarté Gtmutatdsa szerint PCR-fragmensekhez alkalmazott affinitd-
soszlopok segitségével kell végezni.

A szekvendlast szekvendldsra szakosodott kiils6 cégeknél kell végezni amplifikdlt primerek haszndlataval. A
szekvendlds eredményeit a szekvencidkra és az USA Orszdgos Biotechnoldgiai Informécids K6zpontjanak (NCMI)
nukleotid-adatbazisaban 1év6 egyéb ismert szekvencidkkal valé Osszehasonlitisra irdnyulé BLAST keresés
segitségével kell elemezni.

A szekvendlasnak el kell oszlatnia az amplifikalt RT-PCR-termék specifikussdgaval kapcsolatos kétségeket.

I.2. Az ISAV sejttenyészeteken végzett izoldldsa
I.2.1. Mintdk el6készitése

A szovetek — 80 °C-on tarolhaték. A szoveteket a vizsgalat el6tt csak egyszer lehet lefagyasztani és felolvasztani.
Feliigyeleti és jarvanyvédelmi okokbol vizsgélatot a lehetd leggyorsabban el kell végezni.

Minden mintdt (szdllitboldatban tdrolt szovetelegyet) validdlt homogenizdlé késziilék segitségével teljesen
homogenizalni kell, majd és 0-6 °C kozott 2 000—-4 000 x g fordulaton 15 percig centrifugdlni kell, a feliiliszot
le kell szdirni (0,45 pm), és az IPNV endemikusan el6fordulé szerotipusai elleni antiszérumokbdl 6sszedllitott,
megfelelGen higitott ugyanilyen térfogatd eleggyel inkubalni kell. 50 %-os plakkredukci6s virusneutralizacios
prébdban az antiszérum titerének legaldbb 1:2 000-nek kell lennie. A keveréket egy ordig kell inkubdlni
15 °C-on. Ez adja az inokulumot.

Az 0Osszes inokulumnak a fert6z6 hasnydlmirigy-elhalds virus (IPN-virus) (Eurdpa egyes részein a halmintdk
50 %-dban el6forduld virus) elleni antiszérummal végzett kezelése az IPN-virus dltal el8idézett citopatogén hatds
(CPE) kialakuldsdnak megel6zését célozza a beoltott sejttenyészetekben. Ilyen kezelés a viroldgiai vizsgdlatok
idétartamdnak, valamint azon esetek szdmdnak csokkentése érdekében végezhets, amikor a CPE el6forduldsit az
ISAV-ra utald esetleges jelzésként kellene értékelni. Ha a mintdk IPN-t6l mentesnek mindsiil§ termelési
egységekbdl szdrmaznak, az inokulumok IPN-virus elleni antiszérummal végzett kezelése elhagyhat.

.2.2.  Sejttenyészetekre oltds

Az ISAV elsédleges izoldldsdhoz atlanti lazac veséjébdl vett sejteket (ASK-sejteket) kell haszndlni. Mds, igazolt
hatékonysdgt és érzékenységii sejtvonalak is haszndlhatok az ISAV izoldldsdra, figyelembe véve a torzsek valtozé-
konysagdt és a killonboz6 torzsek azon képességét, hogy kiilonboz6 sejtvonalakban szaporodjanak. Ugy ttinik,
hogy az ASK-sejtek alacsony passzaldsi szint alkalmazdsa esetén el@segitik a jelenleg ismert virusizolatumok
izoldcidjat és novekedését. Az ASK-sejtekben erdteljesebb citopatogén hatds (CPE) jelentkezhet, mint mds
fogékony sejtvonalakndl, példdul az SHK-1 sejtvonalndl (a lazac fejveséje-1).
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ASK-sejteket (legfeljebb 65 passzdzsszdm) kell néveszteni mikrotiterlemezeken 10 % magzati borjiszérumot,
2 térfogatszdzalék 200 mM L-glutamint és 0,08 térfogatszdzalék 50 mM 2-merkaptoetanolt tartalmazé L-15
tapfolyadékban. Az antiszérummal kezelt szervszuszpenziot fiatal, aktivan novekvd sejttenyészetekbe kell oltani
ugy, hogy a szovetminta végsé higitdsa a tdpoldatban 1:1 000 legyen. Minden szervszuszpenzi6bdl 40 pl
inokulumot kell a 2 ml tdpfolyadékot tartalmazé véjulatba adagolni. A keresztfert6z6dés kockdzatdnak minima-
lizéldsa érdekében kiilon 12 vagy 24 lyukd lemezeket kell haszndlni a kiilonb6z8 halgazdasdgokbdl szdrmazd
mintdkhoz.

Egy lemezt beoltatlanul kell hagyni, amely negativ kontrollként fog szolgdlni. Pozitiv kontrollként egy kiilon
lemezt be kell oltani az ISAV referenciaizolitumaval, a koévetkez8k szerint. 100 pl ISAV-torzsprepardtumot
(minimdlis titer: 107 szovettenyészet-fert6z8 adag az 50 %-os végpontndl (TCID50 ml- 1)) be kell oltani az els§
véjulatba, majd el kell keverni. Ezen anyag adott mennyiségét at kell helyezni az els6 vajulatbél a mésodik
véjulatba, hogy 1:10 higitdst adjon, és el kell keverni. Ezt a miiveletet az egész lemezen meg kell ismételni, hogy
hat 10-szeres higitds keletkezzen. A torzs-ISAV — 80 °C-on legaldbb két évig tdrolhat6, de a felolvasztast
kovetSen hdrom napon beliil fel kell haszndlni. Ugyelni kell a vizsgalati lemezek pozitiv kontrollanyaggal valo
keresztfert6z6désének megakaddlyozdsira. E kockdzat elkeriilése érdekében a pozitiv kontrollokat a vizsgalati
lemezektdl elkiilonitve kell elkésziteni és kezelni. Az ASK-sejtek ISAV-izoldtumokkal szembeni érzékenységére
irdnyuld, hathavonkénti vizsgalat felvalthatja a pozitiv kontroll minden egyes beoltdskor torténd alkalmazasat.

A mintdkat 15 + 2 °C-on kell inkubalni legfeljebb 15 napig. Mikroszkép haszndlatival az inkubéldst kovetd
5-7. és 12-14. napon a sejttenyészeteket kétszer meg kell vizsgdlni a CPE tekintetében. Ha barmely elegy CPE-t
mutat, a virusazonositdsi eljardst a I1.2.4. pontnak megfelel6en azonnal meg kell kezdeni. Ha a 14. napig nem
figyelhet6 meg CPE, indirekt fluoreszcens ellenanyag-vizsgalatot (IFAT), hemadszorpcids prébat vagy RT-PCR-t
kell végezni.

I1.2.3. Passzalds

A 13-15. nap kozott passzdlast kell végezni. A tenyészetbdl szdrmazé feluliiszot megfeleld higitdsban (1:10) a
mikrotiterlemezek friss, aktivan novekvd sejteket tartalmazé véjulataiba kell tenni, majd 14 + 2 °C-on legfeljebb
18 napig inkubdlni kell. A sejttenyészeteket a CPE tekintetében kétszer, a beoltdst kovetd 5-7. és a 14-18. nap
kozott mikroszkop alatt meg kell vizsgilni. Ha bdrmely elegy CPE-t mutat, a virusazonositdsi eljardst a
1.2.4. pontnak megfeleléen azonnal meg kell kezdeni. Ha a 14-18. napig nem figyelhet6 meg CPE,
hemadszorpcids probat vagy RT-PCR-t kell végezni.

Ha az inkubdlds els§ hét napjaban citotoxicitds alakul ki, mdr ebben a stddiumban passzéldst kell végezni, és a
sejteket 14-18 napon 4t inkubdlni kell, majd Gjra passzdlast kell végezni, és a sejteket 14-18 napig ismét
inkubdlni kell. Ha a citotoxicitds hét nap utdn alakul ki, egyszer kell passzdldst végezni, és a sejteket az els§
beoltdstdl szdmitott 28—-36 napos teljes inkubdcids id6 eléréséig kell inkubdlni.

Ha bakterialis fert6zés alakul ki az elsGdleges tenyészetben, a tesztet ismét el kell végezni a — 80 °C-on tdrolt
szovethomogenizdtum felhaszndldsdval. A beoltdst megel6z8en a szdvethomogenizitumot 4 000 x g
fordulaton, 15-30 percig, 0—6 °C kozotti hémérsékleten centrifugilni kell, és a feliiltiszot 0,22 pm-es sz(irén 4t
kell sztirni. Ha a bakterialis fert6zés a passzaldsi szakaszban lép fel, a felilisz6t 0,22 pm-es sziirén at kell
szlrni, friss sejtekre kell oltani, és tovabbi 14-18 napig inkubdlni kell.

I.2.4. Virusazonositdsi vizsgalatok

Ha barmely szakaszban CPE jelei mutatkoznak, vagy ha egy hemadszorpcids proba pozitiv, virusazonositast kell
végezni. Az ISAV azonositdsdra szolgdlé modszerként a IL1. pont szerinti RT-PCR vagy a I1.2.6. pont szerinti
immunfluoreszcens (IF-) préoba valaszthat6. Ha tgy tiinik, hogy mas virusok is jelen lehetnek, kiegészitd virusa-
zonositdsi vizsgalatokat kell végezni. Ha e vizsgdlatok eredményeként a virus végleges azonositdsa sikertelen,
akkor a feliiliiszot azonnali azonositas céljabdl tovabbitani kell:

a) az Allat-egészségiigyi Vildgszervezet (OIE) ISA-val foglalkozé referencialaboratériumaba, vagy

b) egy nemzeti referencialaboratériumba vagy a 2006/88/EK irdnyelv VI. mellékletében emlitett, halbetegsé-
gekkel foglalkoz6 unids referencialaboratériumba.

I.2.5. Hemadszorpci6

Az ISAV sejttenyészetben torténd szaporitisa nem mindig eredményez CPE-t, ezért minden vdjulatot az e
pontban foglaltak szerint RT-PCR-prébdnak vagy hemadszorpciés probdnak, vagy a I1.2.6. pontban foglaltak
szerinti [F-probanak kell aldvetni.
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A sejttenyésztS tdpfolyadékot minden vdjulatb6l — beleértve a pozitiv és negativ kontrollokat is — ki kell venni,
és felcimkézett steril csovekbe kell helyezni. Minden véjulathoz 500 pl 0,2 térfogat-szdzalékos mosott nytl- vagy
l6vorosvértest-szuszpenziot vagy 0,05 térfogat-szdzalékos mosott szivarvanyospisztrang- vagy atlantilazacvoros-
vértest-szuszpenziot kell adni, és szobahémérsékleten 45 percig kell inkubdlni. A vorosvértesteket el kell
tavolitani és minden vdjulatot kétszer at kell mosni L-15 tdpfolyadékkal. Mikroszkép alatt minden vdjulatot meg
kell vizsgalni.

Az ASK-sejtek feliiletére tapadé vorosvértest-csoportok az ortomixovirussal tortént valészind fert6zGdést
jeleznek. Ha a hemadszorpcids proba pozitiv, a I1.2.4. pontnak megfelelGen azonnal el kell végezni a virusazo-
nositasi vizsgalatot.

1.2.6. Immunfluoreszcens (IF-) préba

ASK-sejteket (legfeljebb 65 passzdzsszdmi) kell néveszteni mikrotiterlemezeken 10 % magzati borjiszérumot,
2 térfogatszazalék 200 mM L-glutamint és 0,08 térfogatszdzalék 50 mM 2-merkaptoetanolt tartalmazé L-15
tapfolyadékban, és azokat 50 %-ndl nagyobb konfluencia esetén kell felhaszndlni. Mds, igazolt hatékonysdga
sejtvonalak vagy tdpfolyadékok is haszndlhatok. Egyenként 225 pl vélelmezetten virusfert6zott tenyészetbdl
szarmazo feliildszot kell bevinni két véjulatba, 6ssze kell keverni, majd 225 pl-t — 1:5 ardnyd higitdsban — dt kell
vinni két mdsik védjulatba. Két tovabbi vdjulatot kontroll céljdra beoltatlanul kell hagyni. Az egyes halgazdasa-
gokbdl szarmazé mintdkat kilon lemezeken kell kezelni, csakigy, mint a viruskontrollt. A viruskontrollt az
ISAV referenciaizoldtumdnak felhasznaldsaval kell 1étrehozni.

A lemezeket 14 £ 2 °C-on inkubdlni kell és mikroszkoppal legfeljebb hét napig kell vizsgdlni. Ha korai CPE
allapithat6 meg, vagy ha hét napon beliil nem figyelhet6 meg CPE, a kovetkezd 1épés a fixdlds. A véjulatokat
foszfattal pufferelt sboldattal (PBS) 4t kell mosni, és 80 %-os acetonban, szobahdmérsékleten, 20 percig végzett
inkubdldssal kell fixdlni. A lemezeket levegén meg kell szdritani, és azonnal meg kell festeni, vagy megfestés
el6tt 0-6 °C kozott legfeljebb 24 6rdig kell tarolni.

A pérhuzamos vdjulatokat meg kell festeni ISAV-val szembeni 3H6F8 és 10C9F5 monoklondlis ellenanyag
keverékével vagy mds, igazoltan hatékony és specifikus monoklondlis ellenanyaggal, PBS-sel kell higitani és
37 + 4 °C-on 30 percig inkubdlni kell. A monoklondlis ellenanyagot el kell tdvolitani, és a lemezeket 0,05 %
Tween 20-at tartalmazé PBS-sel hdromszor 4t kell mosni. PBS-sel higitott antiegér IgG fluoreszcein-izotiociandt
(FITC) konjugatumot kell adni minden vdjulathoz, és 37 + 4 °C-on 30 percig inkubdlni kell. A monoklonilis
ellenanyag és az FITC-konjugdtum kiilonbozé tételeinek higitdst minden laboratériumban optimalizélni kell. Az
ellenanyagot el kell tavolitani és a lemezeket 0,05 % Tween 20-at tartalmazo PBS-sel hdromszor dt kell mosni.

A véjulatokat haladéktalanul meg kell vizsgélni az FITC gerjesztéséhez megfelel§ sziirGvel felszerelt, fluoreszcens
mikroszkopos vizsgélatra el6készitett inverz mikroszkdppal. A probat pozitivnak kell tekinteni, ha fluoreszcens
sejtek figyelhet6k meg. Ahhoz, hogy a préoba érvényes legyen, a pozitiv kontrolloknak pozitiv, a negativaknak
negativ eredménytinek kell lennitik.

I.3.  Egyéb szovetek vizsgdlata

A 11.2.6. pontban emlitett modszer halakbdl szarmazd mds szoveteken, példaul méjbdl, 1épbdl és szivbdl
szarmazé szoveteken is alkalmazhatd, feltéve, hogy megfelel6 mennyiségii endotél sejtet, leukocitdt vagy
limfocitdt lehet a tirgylemezre felvinni. A festési eljards minden szovet esetében ugyanaz, bar egyes szoveteknél
elény6s lehet a propidium-jodiddal végzett festés elhagydsa, és a lenyomatban taldlhaté sejttipusok meghatdro-
zasahoz ilyenkor a faziskontraszt-megvildgitasra kell timaszkodni.

.4,  Szovettani vizsgdlat

A paraffinba dgyazott metszeteket 5 um vastagsdgtira kell vagni, majd azokat hematoxilin és eozin hasznélatdval
meg kell festeni.

A Kklinikailag beteg atlanti lazacok szovettani véltozdsai kiilonfélék, de tobbek kozott a kovetkezdk lehetnek:

a) szdmos vOrosvértest a sziv vénds oblében és a kopoltyt lemezes szerkezeti hajszdlereiben, mikozben a
hajszalerekben vorosvértesttrombusok is képzddnek;

b) multifokalistol konfluensig terjed6 bdrvérzés vagy hepatocita nekrdzis vagy mindkett§ a mdj nagyobb
edényeitd] bizonyos tdvolsagra; vorosvértestek multifokélis halmozéddsa a mdj kitdgult szinuszoidjaiban;
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c) vorosvértestek felhalmozdddsa a belek kotészoveti rétegének véredényeiben, és végsS esetben a kotészoveti
rétegben felléps vérzés;

d) a lép kotbszoveti vazanak kitdguldsa a vorosvértestek felhalmozddasa miatt;

e) enyhe multifokélis sz6vetkozi vérzés, illetve kiterjedt, difftz szovetkozi vérzés és tubuldris nekrozis a vérzéses
teriileteken, vorosvértestek felhalmozoddsa a gomolyokban és a vesében;

f) eritrofagocitdzis a lépben, valamint mdsodlagos vérzések a mdjban és a vesében.

Immunhisztokémiai vizsgalat (IHC)

A formalinban fixdlt szovetekbdl szdrmazé paraffinmetszeteken ISAV-nukleoproteinnel szembeni poliklonélis
ellenanyagot kell hasznalni. A vizsgdland6 szervek a kovetkezk: kozépvese és sziv (a mindhdrom kamrét és a
billentytiket magdban foglalé atmeneti terillet). A patoldgiai tiinetek miatt gyaniis eseteket pozitiv IHC
segitségével kell ellendrizni. A szovettani metszeteket standard mddszereknek megfelelGen kell el8késziteni.

1. A szovetmetszetek elGkészitése

A szoveteket standard protokollok szerint semleges, foszfattal pufferelt 10 %-os formalinban legaldbb egy
napig kell fixdlni, fokozatos etanolsorozatban kell vizteleniteni, xilénben kell kitisztitani és paraffinba kell
agyazni. MegkozelitSleg 5 pm vastagsagt (IHC esetében poli-L-lizin bevonatii lemezekre helyezett) szoveteket
56—58 °C-on (legfeljebb 60 °C-on) 20 percig kell heviteni, xilénben kell viasztalanitani, fokozatos etanolsoro-
zatban kell rehidratalni, és a (2) pontnak megfelelen patomorfoldgiai és IHC-vizsgélat céljabol hematoxi-
linnel és eozinnal kell megfesteni.

2. Az THC esetében alkalmazand¢ festési eljards

Ha e hatdrozat masként nem rendelkezik, minden inkubéciét szobahémérsékleten, mozgd platformon kell
elvégezni:

a) az antigént a metszetek 6,0 pH-értékd, 0,1 M citrdtpufferben 2 x 6 percig torténd forraldsival, majd
50 mM TBS-ben (TBS; Trisz-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH: 7,6) feloldott 5 % zsirmentes tejporral és
2 % kecskeszérummal 20 percig torténd blokkoldsdval kell kinyerni;

b) a metszeteket ezt kovetGen egy éjszakdn dt 1 % zsirmentes tejporral kevert TBS-ben higitott elsGdleges
ellenanyaggal (ISAV-nukleoproteinnel szembeni monospecifikus nyul ellenanyaggal) kell inkubélni, majd
0,1 %-os Tween 20-szal TBS-ben haromszor 4t kell mosni;

c) a kotott ellenanyagok kimutatdsdhoz a metszeteket nydl immunglobulinnal szembeni, alkalikus
foszfatdzzal konjugdlt ellenanyagokkal kell inkubdlni 60 percig. A végs6 mosist kovetGen Fast Red
(1 mg ml-1) olddszert és naftol AS-MX foszfatot (0,2 mg ml-1), valamint 0,1 M TBS-ben (pH: 8,2) 1 mM
levamizolt kell hozzdadni, és 20 percig dllni kell hagyni. A metszeteket ezt kovetGen a Harris-féle hemato-
xilinnel torténd kontrasztfestés eldtt csapvizben dt kell mosni és vizes bedgyazd tdpfolyadékba kell
helyezni. Az ISAV-pozitiv és ISAV-negativ szévetmetszeteket minden konfigurdciéba fel kell venni
kontrollként.

3. Az IHC eredményének értelmezése
Az IHC-vizsgdlat eredményének értelmezése az a) és b) pontban foglaltak szerint torténik:

a) a kontrollmetszetek pozitivnak tekintendék, ha megfigyelhet§, hogy a kontrollmetszetek citoplazma-
tikusan és intranukledrisan jol lithatéan voros(es) szindre fest6dnek a szivbelhdrtya véredényeiben 1évé
endotél sejtekkel. A vizsgalati mintaként haszndlt metszet csak akkor tekintendd pozitivnak, ha megélla-
pithatd, hogy az endotél sejtek intranukledrisan egyértelmiien vorosre festGdnek;

b) a kontrollmetszetek akkor tekintend6k negativnak, ha nem megy végbe jelent8s szinreakcid.

Mivel az intranukledris elhelyezkedés az ortomixovirus nukleoproteinjének a virus egyik szaporodisi
szakasza sordn jelentkezd sajdtossdga, de a citoplazma parhuzamosan bekovetkez$ fest6dése gyakran
domindns, a citoplazmatikus és az egyéb, nem intranukledris elhelyezkedésti fest6dési mintdzatok nem
tekintendSk specifikusnak és meggy6zdnek.
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A leger6teljesebb pozitiv fest6dési reakciok rendszerint a sziv és a vese endotél sejtjeiben kovetkeznek be.
Elképzelhetd, hogy az igen nagy kiterjedésti vérzéses sériiléseken beliil az endotél sejtek lizise miatt csupan
enyhe endotél fest6dési reakcié megy végbe, de ez akar el is maradhat.

4. RESZ

A MARTEILIA REFRINGENS-FERTOZES FELUGYELETERE ES MEGEROSITESERE SZOLGALO RESZLETES
DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK ES ELJARASOK

L A Marteilia refringens-fert6zés diagnosztizildsira szolgilé részletes diagnosztikai médszerek és eljardsok

A Marteilia refringens-fertGzés tekintetében bizonyos egészségiigyi statusoknak az I melléklet 4. része
I. szakaszdban meghatdrozott megszerzése vagy fenntartdsa céljabdl, illetve az emlitett, jegyzékbe foglalt
betegség jelenlétének megerdsitése vagy gyantjanak kizdrdsa céljabol a 2006/88/EK irdnyelv 57. cikkének
b) pontja szerint — az 1. melléklet 4. részének IIl. szakaszdban foglalt diagnosztikai mddszerekkel — végzett
mintavétel és laboratriumi vizsgdlat sordn az e rész L1, 1.2. és 13. pontjdban meghatdrozott részletes
diagnosztikai médszerek és eljarasok alkalmazandok.

L1. Mintavételi eljdrds

Annak érdekében, hogy nagyobb eséllyel lehessen taldlni fertzott dllatokat, elsGsorban nyitott vagy frissen
elhullott puhatestt egyedekbdl kell mintat venni.

A mintavételt kovetGen az osztrigdkat vagy kékkagylokat — ha a mintdban vannak nyitott puhatestiiek —
legfeljebb 24 6rdig vagy — ha a mintdban nincsenek nyitott puhatesttiek — legfeljebb 72 6rdig 4 °C-on vagy
hiitott jégen, az osztrigdk vagy kékkagylok jellegére és szdrmazdsdra vonatkozd részletes adatokkal felcimkézett
manyag tasakban kell tdrolni. A nyitott vagy frissen elhullott puhatesttieket mds puhatesttiektl elkiilonitetten
kell tarolni.

A Marteilia refringens szovettani vizsgalattal végzett diagnosztizaldsdhoz tobbek kozott kopoltyd- és szivszovetek
3-5 mm vastagsdgi metszetét kell haszndlni. Egyes vizsgdlatokhoz, tobbek kozott a szovetlenyomat-
vizsgdlathoz és a polimeraz ldncreakci6hoz (PCR) emésztémirigy-darabot kell haszndlni.

L.2. Mikroszképos médszerek
1.2.1.  Citoldgiai vizsgélat (lenyomatok citoldgiai vizsgélata)

Az emésztémirigy-szovetek nedvszivé papiron torténd szdritdsat kovetden iiveg targylemezen tobb lenyomatot
kell késziteni. A tdrgylemezeket — a gyarté Gtmutatdsinak megfelelGen — leveg6n kell megszdritani, metanolban
vagy abszolit etanolban kell fixdlni, és kereskedelmi forgalomban kaphatd vérfest§ készlettel (példaul Diff-
Quick®/Hemacolor®) kell megfesteni. A tirgylemezekre csapvizben torténg oblitésiiket és szdritdsukat kovetGen
megfelel§ szintetikus gyantdval fedSlemezt kell helyezni. A tdrgylemezeket elGszor 200-szoros nagyitdsban, azt
kovetSen pedig olajimmerzié alkalmazdsdval 1 000-szeres nagyitisban kell megfigyelni.

Pozitiv eredménynek az szdmit, ha 30-40 pm méretd sejtek figyelhet6k meg. A citoplazma festédése bazofil, a
sejtmagé eozinofil. A nagy, erGsen megfestddott (fénytors) szemcsék koriil hASKdny gytrdk, a nagyobb
sejtekben sejten beliili sejtek formdacidja figyelhet§ meg.

A modszer nem kérokozdspecifikus.

1.2.2.  Szovettani vizsgdlat

A kopoltytkbdl, az emészt6mirigybdl, a kopenybdl és az ivarmirigybdl szdrmazd szovetek metszeteit legalabb
24 6raig Davidson-féle fixdloban kell fixalni, ezt paraffinbedgyazdsos szovettani vizsgdlat és (példdul hematoxi-
linnel és eozinnal vald) festés céljabdl torténd rendes feldolgozds koveti. A megfigyeléseket egyre részletesebb,
legfeljebb 1 000-szeres nagyitdsban kell végezni.

Pozitiv eredménynek az szdmit, ha 4-40 pm méretd sejtek figyelhet6k meg. A korai szakaszokban sokmagvii,
gomb alakutél hosszikdsig vdltozd alakil sejtek alakulnak ki. Ezek féként a nyel6cs6 hamszovetében és a
gyomorban, néha pedig a szdjvitorldkban taldlhatok. A spéraképz8dés sejten belilli sejtosztédassal jar, és az
emésztémirigy csovecskéiben és vezetékeiben megy végbe. A sporaképzddés sordn fénytors szemesék jelennek
meg, de a korai szakaszokban nem figyelhet6k meg. A fert8zés késdi szakaszaiban sporatokok figyelhet6k meg
szabadon az emésztdszervek belsg tiregeiben. A citoplazma fest6dése bazofil, a sejtmagé eozinofil. A szemcsék
szine sotét narancssargatdl mélyvordsig terjedhet.

A mddszer nem kérokozdspecifikus.
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1.3. Molekuldris modszerek
1.3.1. DNS-kivonds

A DNS kivondsét szabvanymotiveleti eljardsoknak megfelelGen kell végezni.

Az 1.3.2. pontban ismertetett PCR-protokollokkal valé felhaszndldsra alkalmas és dltaldban kivdlé mingségii
DNS-t elééllit6, kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS-kivondsi készletek haszndlata megengedett.

1.3.2.  Polimeraz lancreakcié (PCR)
Szamos PCR-protokoll kidolgozdsira és kozzétételére keriilt sor.

Y

refringens korokozot képesek amplifikdlni.

A PCR-t 50 pl térfogatban kell elvégezni. A PCR-elegyek puffert (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl [pH: 25 °C-on
9,0] és 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2-t, 0,2 mM dNTP-keveréket, 1 pM forward és reverz primert,
0,02 egység pul- ' Taq DNS-polimerdzt és 10-100 ng kivont DNS-t tartalmaznak. A DNS 94 °C-on 6t percig
végzett denaturdldsit kovetGen 30 ciklust kell lefuttatni az aldbbiak szerint: 94 °C-on egy percig végzett
denaturalds, 55 °C-on egy percig tarté primerkot8dés, valamint 72 °C-on egy percig végzett elongdcié kilobdzis-
paronként. 72 °C-on 10 percig tarté végsG elongdcids szakaszt kell végrehajtani. A Marteilia refringens kimuta-
tdasdhoz az ITS1 régiot célzé primerekkel (5'-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3’ és 5'-CTC-GCG-AGT-TTC-
GAC-AGA-CG-3') kell PCR-t végrehajtani.

A porzitiv kontrolloknak erdsen fert6zott gazdaszervezetbl szarmazd genomikus DNS-bSl vagy a célzott
régiora kiterjedd gytirtis DNS-bdI kell dllniuk.

A negativ kontrolloknak nem fert6zott gazdaszervezetekbdl szdrmazd genomikus DNS-b6l és cél-DNS nélkiili
PCR-reagensekbdl kell dllniuk.

Pozitiv eredmény a virt méretben (412 bp) jelentkez8 pozitiv PCR-amplifikdcié; mindemellett valamennyi
negativ kontrollnak negativnak és valamennyi pozitiv kontrollnak pozitivnak kell lennie.

1.3.3.  In situ hibridizacié (ISH)

Szdmos ISH-protokoll kidolgozasara és kozzétételére keriilt sor.

Az 1RNS génkomplexum kis alegységét (SSU) célz6 proba alkalmazandd, mivel az a szoévettani vizsgélat
vonatkozasdban validélt préba.

A kopoltytikbdl és az emészt6mirigybdl szdrmazé szovetek metszeteit legaldbb 24 6rdig Davidson-féle fixdloban
kell fixdlni, ezt paraffinbedgyazdsos szovettani vizsgdlat céljabol torténd rendes feldolgozds koveti. 5 pm
nagysagu metszeteket kell vagni és azokat amino-alkil-szilin bevonati tdrgylemezekre kell helyezni, amelyeket
ezt kovetSen egy éjszakdn dt 40 °C-on siit6ben kell siitni. A metszeteket 10 percre xilénbe meritve viasztala-
nitani kell. Ezt a 1épést egyszer meg kell ismételni, majd az olddszert egymds utdn kétszer 10 percig abszold-
tetanol-fiird6ben meritéssel kell eltdvolitani. A metszeteket ezt kovetSen fokozatos etanolsorozatba meritéssel
kell dehidratélni. A metszeteket TE-pufferben (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]) K-proteindzzal (100 pg ml — 1)
kell kezelni 37 °C-on 30 percig. A tdrgylemezeket fokozatos etanolsorozatba meritéssel kell vizteleniteni, és azt
kovetGen levegdn kell megszdritani. A metszeteket 100 pl hibridizaciés pufferrel (4 x SSC [standard citratso-
oldat], 50 % formamid, 1 x Denhardt-féle oldat, 250 pg ml — 1 éleszt§ tRNS, 10 % dextrin-szulfit) kell
inkubdlni, amely a digoxigenin-jelolt probabol 10 ng-t (az 1.3.2. pontban ismertetett médon, a CCG-GTG-CCA-
GGT-ATA-TCT-CG és a TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC primerek hasznélatdval el6készitett PCR-reakcié-
elegybdl 1 pl-t) tartalmaz. A metszeteket in situ mdanyag fedlemezzel kell bevonni és 95 °C-on 6t percre
hevitéblokkra kell helyezni. Ezt kovetSen a tdrgylemezeket a 42 °C-on nedves kamrdban végzend§ éjszakai
hibridizéci6 el6tt egy percig jégen kell hiiteni. A metszeteket kétszer 6t percig 2 x SSC oldatban szobahémér-
sékleten, valamint 42 °C-on egyszer 10 percig 0,4 x SSC oldatban 4t kell mosni. A kimutatdsi 1épéseket a gydrtd
utmutatdsdnak megfelelSen kell végrehajtani. A tirgylemezeket ezt kovetGen steril desztilldlt vizben (dH20) 4t
kell obliteni. A metszeteken Bismarck Brown Yellow festékkel kontrasztfestést kell végezni, azokat desztilldlt
vizben at kell obliteni, és vizes bedgyazé tapfolyadékot alkalmazva fedSlemezeket kell rdjuk helyezni.

Pozitiv kontrollként az ismerten fert6zott gazdaszervezetekbdl szarmazé metszeteket, negativ kontrollként az
ismerten nem fert8zott gazdaszervezetekbdl szarmazé metszeteket kell haszndlni.
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Pozitiv eredménynek mindsiil a lila-fekete jelolésti Marteilia refringens-sejtek jelenléte az ismert célszdveteken
beliil; mindemellett valamennyi negativ kontrollnak negativnak és valamennyi pozitiv kontrollnak pozitivnak
kell lennie.

1.3.4.  Szekvenalds

A szekvendldst a megerGsit§ diagnosztika egyik végsS 1épéseként kell elvégezni. A célzott régidk: SSU rDNS és

ITSI.
IL A Marteilia refringens-fertGzés feliigyeletére és megerdsitésére szolgdlé részletes diagnosztikai moddszerek és
eljardsok

A Marteilia refringens-fert6zésre vonatkozé feliigyeleti programokhoz, valamint az emlitett, jegyzékbe foglalt
betegség jelenlétének megerdsitéséhez vagy gyantjanak kizdrdsdhoz az I. melléklet 4. részének II. szakaszdban
foglalt kovetelményeknek megfelelden alkalmazandé diagnosztikai moédszerek és kapesolodd eljardsok a
4.1. tabldzat szerinti irinymutatdsokkal 6sszhangban a kovetkezdk:

4.1. tdbldzat

A feliigyeleti programokhoz kapcsolodé diagnosztikai modszerek alkalmazisira és a Marteilia
refringens-fert6zés megerdsitésére vagy kizdrdsira vonatkozo irdnymutatisok

Médszer Célzott feligyelet Vélelmezett diagndzis | Megerdsitd diagndzis
Emésztémirigy-lenyomatok X X X vagy
Kérszovettan X X vagy
In situ hibridizaci6 X és
PCR X X X és
Szekvenalds X

5. RESZ

A BONAMIA OSTREAE-FERTOZES FELUGYELETERE ES MEGEROSITESERE SZOLGALO RESZLETES DIAGNOSZTIKAI
MODSZEREK ES ELJARASOK

L A Bonamia ostreae-fert6zés diagnosztizdldsira szolgilé eljarisok

A Bonamia ostreae-fert6zés tekintetében bizonyos egészségiigyi stitusoknak az I melléklet 5. része 1. szakaszdban
meghatdrozott megszerzése vagy fenntartdsa céljabdl, illetve az emlitett, jegyzékbe foglalt betegség jelenlétének a
2006/88[EK irdnyelv 57. cikkének b) pontja szerinti megersitése vagy kizdrdsa céljabol — az I. melléklet
5. részének II. szakaszaban foglalt diagnosztikai méodszerekkel — végzett mintavétel és laboratériumi vizsgélat
soran az alabbi L.1., L2. és .3. pontban meghatarozott részletes diagnosztikai médszerek és eljarasok alkalma-
zandok.

L1 Mintavételi eljards

Annak érdekében, hogy nagyobb eséllyel lehessen taldlni fert6zott dllatokat, elsGsorban nyitott vagy frissen
elhullott puhatestii egyedekbdl kell mintdt venni.

A mintavételt kovet8en az osztrigdkat — ha a mintdban vannak nyitott puhatesttiek — legfeljebb 24 6rdig vagy —
ha a mintdban nincsenek nyitott puhatesttiek — legfeljebb 72 6rdig 4 °C-on vagy htott jégen, az osztrigdk
jellegére és szarmazdsira vonatkozd részletes adatokkal felcimkézett miianyag tasakban kell tdrolni. A nyitott
vagy frissen elhullott puhatestiieket mas puhatesttiektd] elkiilonitetten kell tarolni.

A Bonamia ostreae szovettani vizsgélattal végzett diagnosztizdldsdhoz tobbek kozott kopoltyd- és szivszovetek
3-5 mm vastagsdgi metszetét kell haszndlni. Egyes vizsgdlatokhoz, tobbek kozott a szovetlenyomat-
vizsgdlathoz és a polimeraz ldncreakci6hoz (PCR) emésztémirigy-darabot kell haszndlni.
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1.2. Mikroszképos médszerek
[.2.1.  Citolégiai vizsgdlat (lenyomatok citoldgiai vizsgalata)

A kopolty- vagy szivszovetek nedvszivé papiron torténd szdritdsit kovetSen iiveg tdrgylemezen tobb
lenyomatot kell késziteni. A tdrgylemezeket — a gydrté ttmutatdsanak megfelelGen — levegén kell megszaritani,
metanolban vagy abszoliit etanolban kell fixdlni, és kereskedelmi forgalomban kaphaté vérfest§ készlettel
(példaul Diff-Quick®/Hemacolor®) kell megfesteni. A tdrgylemezekre csapvizben torténd Oblitésitket és
szaritdsukat kovetGen megfelel§ szintetikus gyantdval fedGlemezt kell helyezni. A tdrgylemezeket elGszor
200-szoros nagyitisban, azt kovetSen pedig olajimmerzié alkalmazdsival 1 000-szeres nagyitdsban kell
megfigyelni.

Pozitiv eredménynek az szdmit, ha a vérsejteken beliil kisméret(i, gomb vagy tojasdad alakd (2-5 pm szélességt)
szervezetek figyelhet6k meg. A kérokozd azonban a sejten kiviil is el6fordulhat. Ezek a szervezetek bazofil
citoplazméval és eozinofil sejtmaggal rendelkeznek (a szinek a hasznalt festéktd] fiiggen valtozhatnak), és mivel
terjeszkednek a tdrgylemezen, szélesebbnek téinhetnek a szovetlenyomat-, mint a szovettani vizsgalaton.
El6fordulhat, hogy sokmagvii sejtek is megfigyelhet6k. A médszer nem kérokozdspecifikus.

1.2.2.  Szovettani vizsgalat

A kopoltytkbdl és az emészt6mirigybdl szarmazé szovetek metszeteit legalabb 24 6rdig Davidson-féle fixdloban
kell fixdlni, ezt paraffinbedgyazdsos szovettani vizsgdlat és (példdul hematoxilinnel és eozinnal vald) festés
céljabdl torténd rendes feldolgozds koveti. A megfigyeléseket egyre részletesebb, legfeljebb 1 000-szeres
nagyitasban kell végezni.

Pozitiv eredménynek mindsiil, ha a kérokozdk nagyon kis méretti, 2-5 pum szélességii sejtekként vannak jelen a
vérsejtekben, illetve szabadon a kopoltyt, a bél és a kopeny epitéliumdnak kotSszoveteiben vagy szinuszaiban,
és ehhez gyakran intenziv gyulladdsos reakcié tdrsul. A kétségek elkeriilése érdekében a pozitiv diagnézishoz a
korokozot a vérsejten belill kell megfigyelni. A médszer nem parazitafaj-specifikus.

L.3. Molekuldris modszerek
1.3.1. DNS-kivonds

A DNS kivondsat szabvanymtiveleti eljardsoknak megfelelGen kell végezni.

Az aldbbiakban ismertetett PCR-protokollokkal valé felhaszndldsra alkalmas és dltaldban kivdlé mindéség(i DNS-t
el6allit6, kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS-kivondsi készletek haszndlata megengedett.

1.3.2.  Polimeraz lancreakcié (PCR)
Szdmos PCR-protokoll kidolgozdsara és kozzétételére keriilt sor.
Az rDNS kis alegységét (SSU) célz6 két PCR-protokoll alkalmazhaté:

a) Az els6 olyan hagyomdnyos PCR, amely a Haplosporidia csaldd tobb tagjat, tobbek kozott a Bonamia spp.-t
amplifikdlja. A Bo elnevezésti primer: 5’-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-GCC-GC-3', a Boas elnevezésti primer:
5'-CTG-ATC-GTC-TTC-GAT-CCC-CC-3’, e primerek 300 bp terméket amplifikdlnak. A PCR-elegyek puffert
(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl [pH: 25 °C-on 9,0] és 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2-t, 0,2 mM
dNTP-keveréket, 1 uM forward és reverz primert, 0,02 egység pl — 1 Taq DNS-polimerdzt és 0,2 ng pl — 1
DNS-templétot tartalmaznak 6sszesen 50 pl térfogatban. A templdtokat PCR-késziilékben 94 °C-on 6t percig
kell denaturdlni, majd 30 (94 °C-on egy percig, 55 °C-on egy percig, 72 °C-on egy percig tart6) ciklust kell
lefuttatni rajtuk, ezt kovetGen pedig 72 °C-on 10 percig tartd végleges extenzi6 kovetkezik.

A pozitiv kontrolloknak erdsen fert6zott gazdaszervezetbdl szdrmazé genomikus DNS-bél vagy a célzott
régiora kiterjed8 gytirtis DNS-b6] kell dllniuk.

A negativ kontrolloknak nem fert6zott gazdaszervezetekbdl szidrmazé genomikus DNS-bSl és cél-DNS
nélkili PCR-reagensekbdl kell dllniuk.

Pozitiv eredmény a vart méretben (300 bp) jelentkez8 pozitiv PCR-amplifikdcié; mindemellett valamennyi
negativ kontrollnak negativnak és valamennyi pozitiv kontrollnak pozitivnak kell lennie.
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b) A mdsodik PCR-protokoll SYBR® Green valés idejlii PCR-préba. Ez lehet6vé teszi a Bonamia ostreae
(aldbbiakban ismertetett) kiilon kimutatdsit és otvozhets a Bonamia exitiosa kiilon kimutatdsdt lehetGvé tevd
SYBR® Green valds ideji PCR-prébaval (Ramilo et al., 2013).

A BOSTRE-F (5-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3") és a BOSTRE-R (5-TCGCGGTTGAATTTTATCGT-
3') primer 208 bp terméket amplifikdl. A PCR-elegyek SYBR® Green Master Mix (1X) oldatot, 0,3 pM
forward és reverz primert, valamint 200 ng kivont DNS-t tartalmaznak. A templatokat valds idejdi kimutatdsi
rendszerben 95 °C-on 10 percig kell denaturdlni, majd 35 (95 °C-on 30 mdsodpercig, 55 °C-on
45 mdsodpercig és 72 °C-on egy percig tartd) ciklust kell lefuttatni rajtuk. Az olvaddspontgorbét 55 °C és
95 °C kozott 0,5 °C-os 1épésenként emelkedd hémérsékleti skdlan kell elemezni, és ennek sordn a fluoresz-
cencidt a hémérséklet minden egyes véltozasakor fel kell jegyezni.

A porzitiv kontrolloknak erdsen fert6zott gazdaszervezetbdl szdrmazé genomikus DNS-bSl vagy a célzott
régiora kiterjedd gytirtis DNS-bdl kell dllniuk.

A negativ kontrolloknak nem fert6zott gazdaszervezetekbdl szarmazéd genomikus DNS-bSl és cél-DNS
nélkili PCR-reagensekbdl kell dllniuk.

Pozitiv eredménynek mindsiil az egyetlen olvaddspont-csiicsértékkel (78,25 + 0,25 °C a Ramilo és tdrsai dltal
2013-ban kozzétett feltételek mellett) végzett pozitiv PCR-amplifikdlds; mindemellett valamennyi negativ
kontrollnak negativnak és valamennyi pozitiv kontrollnak pozitivnak kell lennie.

1.3.3.  In situ hibridizacié (ISH)

Szamos ISH-protokoll kidolgozdsdra és kozzétételére keriilt sor.

Az rDNS génkomplexum kis alegységét (SSU) célzd proba alkalmazandd, bar ennél kimutattdk, hogy kereszt-
reakcioba 1ép a Haplosporidia csaldd néhdny mds tagjaval.

A kopoltytikbdl és az emésztdmirigybdl szdrmazé szovetek metszeteit legaldbb 24 6raig Davidson-féle fixaloban
kell fixdlni, ezt paraffinbedgyazdsos szovettani vizsgdlat céljdbdl torténd rendes feldolgozds koveti. 5 pm
nagysagi metszeteket kell vagni és azokat amino-alkil-szildn bevonatt tdrgylemezekre kell helyezni, amelyeket
ezt kovetGen egy éjszakdn 4t 40 °C-on siit6ében kell siitni. A metszeteket 10 percre xilénbe meritve viasztala-
nitani kell. Ezt a 1épést egyszer meg kell ismételni, majd az olddszert egymds utdn kétszer 10 percig abszold-
tetanol-fiirdSben meritéssel kell eltvolitani. A metszeteket ezt kovetden fokozatos etanolsorozatba meritéssel
kell rehidratdlni. A metszeteket TE-pufferben (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]) K-proteindzzal (100 pg ml — 1)
kell kezelni 37 °C-on 30 percig. A tdrgylemezeket fokozatos etanolsorozatba meritéssel kell vizteleniteni, és azt
kovetSen levegdn kell megszdritani. A metszeteket 100 pl hibridizdciés pufferrel (4 x SSC [standard citratsd-
oldat], 50 % formamid, 1 x Denhardt-féle oldat, 250 pg ml — 1 éleszt§ tRNS, 10 % dextrin-szulfit) kell
inkubélni, amely a digoxigegin-jelolt probdbdl 20 ng-ot (a 1.3.2. pontban ismertetett médon, a Bo és a Boas
primerrel készitett PCR-reakcibelegyb8l 2 pl-t) tartalmaz. A metszeteket in situ mianyag fedSlemezzel kell
bevonni és 95 °C-on 6t percre hevitéblokkra kell helyezni. Ezt kovetGen a tdrgylemezeket a 42 °C-on nedves
kamrdban végzendS éjszakai hibridizdcié el6tt egy percig jégen kell hiiteni. A metszeteket kétszer 6t percig
2 x SSC oldatban szobahémérsékleten, valamint 42 °C-on egyszer 10 percig 0,4 x SSC oldatban 4t kell mosni.
A kimutatdsi lépéseket a gydrté ttmutatdsinak megfelelGen kell végrehajtani. A tdrgylemezeket ezt kovetSen
steril desztilldlt vizben (dH20) 4t kell 6bliteni. A metszeteken Bismarck Brown Yellow festékkel kontrasztfestést
kell végezni, azokat desztilldlt vizben dt kell obliteni, és vizes bedgyazé tipfolyadékot alkalmazva fedSlemezeket
kell rdjuk helyezni.

Pozitiv kontrollként az ismerten fert6zott gazdaszervezetekbdl szarmazé metszeteket, negativ kontrollként az
ismerten nem fert8zott gazdaszervezetekbdl szarmazé metszeteket kell hasznalni.

Pozitiv eredménynek mindsiil, ha a vérsejtek belsejében jelolt kérokozok figyelhet6k meg, mindemellett
valamennyi negativ kontrollnak negativ és valamennyi pozitiv kontrollnak pozitivnak kell lennie.

1.3.4.  Szekvenalds

A szekvendldst a megerdsité diagnosztika egyik végsS 1épéseként kell elvégezni. A célzott régiok: SSU rDNS és
ITS1.
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IL A Bonamia ostreae-fert4zés feliigyeletére és megerdsitésére szolgilé eljirdsok

A Bonamia ostreae feliigyeletéhez, valamint jelenlétének megerdsitéséhez vagy gyanijdnak kizdrdsihoz az
I. melléklet 5. részének I szakaszdban foglalt kovetelményeknek megfelelSen az aldbbi 5.1. tdbldzatban
meghatdrozott irinymutatdsok szerinti diagnosztikai médszerek és kapcsolodé eljardsok alkalmazandok.

5.1. tdbldzat

A feliigyeleti programokhoz kapcsolédé diagnosztikai médszerek alkalmazisira és a Bonamia
ostreae-fertGzés kizardsira vagy megerdsitésére vonatkozé irdinymutatdsok

Mddszer Célzott feliigyelet Vélelmezett diagnézis | Megerdsitd diagndzis
Sziv- vagy kopoltytilenyomat X X X vagy
Kérszdvettan X X vagy
In situ hibridizdcié X és
PCR X X X és
Szekvendlds X
6. RESZ

A WHITE SPOT-BETEGSEG (WSD) FELUGYELETERE ES MEGEROSITESERE SZOLGALO RESZLETES DIAGNOSZTIKAI
MODSZEREK ES ELJARASOK

1. A WSSV kimutatdsira szolgilé diagnosztikai eljardsok

Az I melléklet 6. részének I szakaszdban meghatdrozott feliigyeleti és felszdmoldsi programok céljabdl,
valamint a WSSV jelenlétének megerdsitése vagy gyandjdnak kizdrdsa céljabol a 2006/88/EK irdnyelv 57. cikke
b) pontja szerint — az L melléklet 6. részének II. szakaszdban meghatdrozott diagnosztikai médszerekkel —
végzett mintavétel és laboratériumi vizsgdlat sordn az e rész 2-7. pontjdban meghatdrozott részletes
diagnosztikai médszerek és eljardsok alkalmazandok.

A 1L melléklet e részében ismertetett modszerek és eljardsok a rakfélék betegségeivel foglalkozd eurdpai unids
referencialaboratériumban  alkalmazott, az ISO 17025 szabvidny alapjan akkreditalt vizsgdlatbdl atiiltetett
modszerek és eljardsok. Mds megkozelitések is alkalmazhatok, amelyek sordn egyenértéki feltételek dllnak fenn
és mds gyartok dltal elllitott készletek haszndlatira kertil sor, azonban az e részben ismertetettekkel
egyenértékii érzékenységet és specifikussigot ezekben az esetekben is biztositani kell. A PCR-amplifiklt
termékeket minden esetben szekvendlni kell a White spot-betegség virusa (WSSV) fajtdjinak megerdsitése
érdekében.

2. Mintavételi eljirds

A rakfélék WSSV-t tartalmazé (isz6ldbakbol és kopoltytikbol szdrmazd) szovetei etanolban, RNAlater oldatban
vagy — 80 °C-on gyorsfagyasztott allapotban tdrolhatok. A WSSV szévetmintdkbdl torténd azonositisihoz
szitkséges szakaszok a kovetkezSk: a szovet homogenizdldsa, a DNS kivondsa, a WSSV-DNS PCR segitségével
végzett célzott amplifikdldsa, az amplifikdlt termék gélen torténd vizualizldsa, a DNS tisztitdsa, valamint a
kérokozé azonositdsa céljdbol végzett szekvendlds.

3. Szovetek homogenizilisa

A szovetek roncsoldsat és a homogendtum megfelel§ pufferben torténd el6készitését Fast Prep szovetroncsoldval
és Lysing Matrix A cs6vekkel (MP Biomedicals) kell végezni. A szovetek tomegét meg kell mérni, majd a
szoveteket Lysing Matrix A csovekbe kell helyezni, 1:10 w/v ardnyban vagy a gyarté utmutatdsinak megfelel§
pufferben (DNS szovetkészlettel (Qiagen) torténd haszndlatra szdnt G2 és 10 pl K-proteindz pufferben) higitani
kell, majd Fast Prep 24 homogenizdtorban két percig homogenizdlni kell. A homogenizélt mintdkat 56 °C-on
legalabb négy 6ran keresztiil vagy egy éjszakdn dt inkubdlni kell. A mintdkat vortex keverGvel ossze kell keverni,
9 000 fordulat/perc fordulatszamon két percig centrifugilni kell, és 50 pl feliliszét vagy 5 mg szovetnek
megfelel§ mennyiséget (a kivondsi készlethez optimalis szovettdmeget) kell DNS kivondsdra szolgdlé mintatartd
csdbe helyezni, és G2 puffer haszndlatdval a mennyiséget 200 pl-re kell novelni.
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4. DNS-kivonds

DNS-kivond készlet és az EZ1 Advanced XL Biorobot (Qiagen) késziilék segitségével, a gydrt utmutatdsa
alapjan az Osszes DNS-t ki kell vonni. Minden egyes mintatétellel egyiitt kivondsi kontrollt (borjicsecsemd-
mirigy-DNS) és negativ kontrollt (G2 puffer) kell futtatni. A DNS-t 50 pl térfogatban kell elulni. A kivonds

s zez

kell meghatdrozni. A kivont DNS-t — 20 °C-on le kell fagyasztani, ha nincs rd sziikség azonnal.

5. WSSV kimutatdsdra szolgilé polimerdz lincreakcié (PCR)

A WSSV kimutatdsdhoz alkalmazandé modszer az aldbbi bekezdésekben meghatdrozott, fészek-PCR-rel
végzend6 WSSV-kimutatdsi protokoll, amely a PCR-ek elsé és mdsodik korében a 18s rRNS gén 1 447 bp,
illetve 848 bp méretti amplikonjdt amplifikélja.

A PCR-reakcié elsé korét 50 pl térfogatban kell kialakitani, amelynek végsé koncentrcidja a kovetkezd:
1 x GoTaq puffer (Promega), 5 mM MgCl,, 1 pmol/pl WSSV 146 F1 primer, 1 pmol/pl WSSV 146 R1 primer
(1. tabldzat), 0,25 mM dNTPs, 1,25 egység Taq polimerdz és 2,5 ul DNS. Minden mintit két példdnyban kell
futtatni egy negativ kivondsi kontroll, egy negativ PCR-kontroll (DNS helyett 2,5ul H,0 hozzdaddsdval) és egy
pozitiv kontroll mellett. Pozitiv kontrollként belsd haszndlatra elGallitott és validdlt higitott WSSV-plazmidot kell
haszndlni (az eurdpai unids referencialaboratériumtél beszerezhet6).

A WSSV kimutatdsdra szolgalé PCR-reakcié médsodik korét az elsd korrel megegyezd médon kell kialakitani, de
a WSSV 146F2/R2 primerkészlet és egy masodik pozitiv kontroll haszndlatdval annak ellendrzése érdekében,
hogy a PCR e szakasza m(ikodott.

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

A PCR-¢k els6 és masodik korét az alabbi Ciklusparaméterek alkalmazdsaval, DNA Engine Tetrad 2 Peltier (vagy
azzal egyenértékd) PCR-késziilékben kell lefuttatni. Az els§ lépés denaturdlds 94 °C-on két percig, majd
30 ciklus 94 °C-on 30 mdsodperig, 62 °C-on 30 mdsodpercig, 72 °C-on 30 mdsodpercig, ezt kovetSen extenzid
72 °C-on két percig és tartds 4 °C-on.

6. Gélelektroforézis

A PCR-ek els6 és mdsodik korébdl szdrmazé amplifikdlt PCR-termékeket TAE pufferrel készitett 2 %-os
agardzgélen kell vizualizdlni. Minden mintdbol 15 pl-t kell 120 V fesziiltségen kb. 20 percig futtatni és UV-
fényben vizsgalni. A pozitiv mintdk a PCR els6 korében 1 447 bp sdvszélességet, a PCR mdsodik korében
848 bp savszélességet alakitanak ki. Az ekkora méretti mintdkat ki kell vagni és 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csébe
kell helyezni. A géldarabokban taldlhaté DNS-t Promega Wizard® SV géllel és PCR-tisztité rendszerrel kell

s ses

megbecsiilni. A tisztitott DNS-t — 20 °C-on le kell fagyasztani, ha nem keriil sor azonnali felhasznéldsara.

7. Szekvenilé PCR-termékek

A DNS-t a Big Dye Terminator Kit 3.1 (Applied Biosystems) hasznélatdval kell szekvendlni. Az ossztérfogat
minden egyes reakcioban 20 pl, a végsG koncentrdci6 1 x Big Dye Terminator, 1 x szekvendld puffer,
10 pmol/pl forward vagy reverz primer, valamint 10 pl (kb. 10 ng/pl-re higitott) tisztitott DNS, amelyet az
alabbi DNS-Ciklusparaméterekkel kell lefuttatni DNA Engine Tetrad 2 Peltier (vagy azzal egyenértékd) PCR-
késziilékben: 94 °C-on 30 mdsodpercig, majd 30 ciklus 96 °C-on 10 mdsodpercig, 50 °C-on 10 mdsodpercig és
60 °C-on 4 percig.
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A szekvendlé PCR-termékeket ndtrium-acetdt alkalmazdsdval kell leiilepiteni; ennek sordn 20 ul DNS-t kell adni
10 pl NaAc-hoz, 70 ul H,0-hoz és 250 pl etanolhoz, vortex késziilékben ossze kell keverni és 13 000 fordulat/
perc fordulatszimon 20 percig kell centrifugdlni, a feliiliszét el kell tdvolitani, a pelletet 200 pl abszolat
etanolban meg kell mosni és 13 000 fordulat/perc fordulatszimon 5 percig kell centrifugdlni. A pelletet
37 °C-on 6t percig kell szaritani. A pellethez 25 pl Hi-Di formamidot kell adni, 95 °C-on két percig kell heviteni
és vortex késziilékben alaposan ossze kell keverni. A mintdkat ABI3130xl Avant Genetic Analyser késziilékkel
kell szekvendlni a gydrté Gtmutatdsa szerint. A szekvendlds eredményeit a Sequencher szoftverrel kell elemezni,
és a szekvencidkat BLAST keresés segitségével ossze kell vetni az NCBI adatbazisban 1évg szekvencidkkal.
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