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ID-DECIZJONI TAL-KUMMISSJONI
tat-13 ta’ Gunju 2003

Ii tistabbilixxi kriterji ghat-tagsim ta’ territorju £zoni u ghas-sorveljanza uffi¢jali wara suspetti jew
konferma tal-prezenza ta’ anemija tas-salamun infettiva (ISA)

(notifikata permezz ta’ dokument numru K(2003) 1831)

(Test b’rilevanza ghaz-ZEE)

(2003/466KE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE]J,

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi l-Komunitajiet
Ewropej,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 91/67/KEE tat-28 ta’
Jannar 1991 dwar il-kondizzjonijiet tas-sahha ta’ l-annimali li
tirregola t-tqeghid fuq is-suq ta’ annimali u prodotti () ta’ I-
akkwakultura, kif l-ahhar emendata bir-Regolament (KE) Nru
806/2003 (%), u partikolarment I-Artikolu 15 tieghu,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 93/53/KE tal-24 ta’
Gunju 1993 li tintrodu¢i mizuri minimi tal-Komunitaghall-
kontroll ta’ ¢ertu mard tal-hut (), kif l-ahhar emendata bid-
Decizjoni tal-Kummissjoni 2001/288/KE (%), u partikolarment 1-
Artikolu 5(2) u l-Artikolu 6 taghha,

Billi:

(1)  Id-Direttiva 93/53/KEE tistabbilixxi li t-tehid ta’ kamp-
juni u ezaminazzjonijiet laboratorji ghall-prezenza ta’
mard fil-lista I u II (li huma msemmija fl-Anness A tad-
Direttiva 91/67/KEE) ghandhom ikunu maghmula bl-uzu
ta’ metodi stabbilliti skond I-Artikolu 15 tad-Direttiva
91/67|KEE.

(2)  I-pjanijiet tat-tehid tal-kampjuni u metodi dijanjostici
ghall-iskoperta u l-konferma ta’ mard tal-hut fil-lista II,
setticemija virali emoragika (VHS) u nekrosi hematopoe-
tika infettiva (IHN) huma stabbiliti bid-Decizjoni tal-
Kummissjoni 2001/183/KE (°).

(3)  Skond l-Artikolu 5(2) u I-Artikolu 6 tad-Direttiva
93/53/KEE, il-postijiet kollha fejn jitrabba I-hut li jinsabu
fl-istess zona ta’ qabda ta’ l-ilma jew fZona mal-kosta li
fiha jinsab post fejn jitrabba I-hut issuspettat jew
ikkonfermat li huwa infettat bl-anemija tas-salamun

() GU L 46, tad-19.02.91, pg. 1.
() GU L 122, tas16.05.03, pg. 1.
() GU L 175, tad19.07.93, pg. 23.
() GU L 99, ta’ 1-10.04.01, pg. 11.
() GU L 67, tad-09.03.01, pg. 65.

infettiv (ISA), ghandu jkun mgieghed taht sorveljanza
uffi¢jali. Il-kriterji ghat-taqsim ta’ territorju fzoni u ghas-
sorveljanza uffi¢jali ghandhom ikunu stabbiliti.

(4)  Sabiex ikunu definiti l-pjanijiet tat-tehid ta’ kampjuni u I-
metodi dijanjostici ghall-iskoperta u l-konferma ta’ I-ISA,
u biex ikunu stabbiliti l-kriterji ghat-tagsim ta’ territorju
fzoni u s-sorveljanza uffi¢jali wara suspett jew konferma
ta’ I-ISA, esperti tas-sahha tal-hut u esperti tal-laboratorju
kienu kkonsultati. Barra dan, il-linji generali ghad-
dijanjosi ta’ I-ISA stabbiliti fl-edizzjoni prezenti tal-
manwal Dijanjostiku tal-mard ta’ l-annimali akwatici ta’
l-Uffi¢ju Internazzjonali ta’ l-Epizuti (OIE) ghandhom
ikunu kkunsidrati.

(5)  Perjodu ta’ zmien suffi¢jenti ghandu jkun ipprovdut
ghall-implimentazzjoni ta’ dawn il-htigiet godda.

(6)  I-mizuri pprovduti fdin id-De¢izjoni huma skond I-
opinjoni tal-Kumitat Permanenti dwar il-Food Chain u s-
Sahha ta’ I-Annimali,

ADOTTAT DIN ID-DECIZJONI:

Artikolu 1

I-pjanijiet tat-tehid ta’ kampjuni u l-metodi dijanjosti¢i ghall-
iskoperta u I-konferma ta’ l-anemija tas-salamun infettiva, kif
ukoll il-kriterji ghat-tagsim ta’ territorju fzoni u ghas-
sorveljanza ufficjali wara suspett jew konferma ta’ I-ISA, huma
stabbiliti fl-Anness ta’ din id-Decizjoni.

Artikolu 2

Din id-De¢izjoni ghandha tghodd mit-23 ta’ Ottubru 2003.
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Artikolu 3

Din id-Decizjoni hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmula fi Brussel, fit-13 ta’ Gunju 2003.

Ghall-Kummissjoni
David BYRNE

Membru tal-Kummissjoni
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ANNESS

Pjanijiet tat-tehid ta’ kampjuni u metodi dijanjosti¢i ghall-iskoperta u l-konferma ta’ l-anemija tas-salamun
infettiv (ISA) u l-kriterji ghat-taqsim ta’ territorju £Zoni u ghas-sorveljanza uffi¢jali wara suspett jew konferma
ta’ I-ISA

INTRODUZZJONI U DEFINIZZJONIJIET

Dan l-Anness:

(a) jipprovdi linji generali u htigiet minimi dwar pjanijiet tat-tehid ta’ kampjuni u metodi dijanjostici ghall-iskoperta u
l-konferma tal-prezenza ta’ I-ISA;

(b) jintegra d-disposizzjonijiet u d-definizzjonijiet stabbiliti fid-Direttiva 91/67/KEE u d-Direttiva 93/53/KEE;

(¢) ifassal disposizzjonijiet bil-ghan li jkun hemm dijanjosi xierqa, kontroll u sorveljanza ta’ I-ISA, fkaz ta’ suspett jew
konferma ta’ I-ISA;

(d) huwa indirizzat kemm ghall-awtoritajiet responsabbli ghall-kontroll ta’ I-ISA u ghall-persunal tal-laboratorju li
jwettaq it-testijiet dwar din il-marda. Enfasi hija maghmula fuq il-proceduri tat-tehid ta’ kampjuni, principji u
applikazzjonijiet ta’ testijiet tal-laboratorju u valutazzjoni tar-rizultati taghhom, kif ukoll fuq tekniki tal-laboratorju
dettaljati. Madankollu, meta jkun approprjat, il-laboratorji jistghu japplikaw modifikazzjonijiet tat-testijiet deskritti
fl-Anness, jew juzaw testijiet differenti, sakemm sensittivita’ ta’ l-istess dags jew superjuri tista’ tkun ipprovata. Barra
dan, kriterji ghall-istabbiliment ta’ zoni u sorveljanza ufficjali wara suspett jew konferma ta’ 1-ISA huma
stabbiliti.Ghall-ghan ta’ dan 1-Anness, id-definizzjonijiet addizzjonali li gejjin ghandhom jghoddu.

“Zona ta’ qbid ta’ l-ilma” tfisser iz-zona ta’ qbid kollha mill-eghjun tal-kanali sa l-estwarju, jew parti miz-zona ta’ gbid
mill-eghjun tal-kanal sal-limitu naturali jew artifi¢jali li jwaqqaf l-emigrazzjoni tal-hut minn dak il-limitu.

“Zona tal-kosta” tfisser parti mill-kosta jew ilma bahar jew estwarju b'delimitazzjoni geografika preciza li tikkonsisti
fsistema omogenja idrodinamika jew serje ta’ dawn is-sistemi.

Parti [ tistabbilixxi I-princ¢ipji generali u l-kriterji ghad-dijanjosi u I-konferma ta’ I-ISA u 1-kriterji ghat-tagsim ta’ territorju
fzoni u s-sorveljanza uffi¢jali li ghandha tkun maghmula wara suspett jew konferma ta’ I-ISA.

Parti II tistabbilixxi l-ispezzjonijiet u t-tehid ta’ kampjuni li ghandhom ikunu maghmula sabiex tkun skoperta l-prezenza
ta’ I-ISA.

Parti III tistabbilixxi I-metodi li ghandhom ikunu uzati ghall-ezaminazzjoni virologika.
Parti IV tesponi l-procedura ghall-ezaminazzjoni tat-tehid ta’ kampjuni bil-RT-PCR ghall-iskoperta ta’ I-ISA.

Parti V tiddeskrivi I-Protokoll li ghandu jkun intuzat ghall-ezaminazzjoni tal-marki tal-kliewi permezz ta’ I-IFAT (test
indirett ta’ anti-korp fluworexxenti) dwar I-ISA.

Parti VI tinkludi I-metidologija ghall-istologija.

Parti VII telenka l-akronomi u l-abbrevjazzjonijiet uzati.

. Kriterji ghad-dijanjosi ta’ I-ISA u ghall-istabbiliment ta’ zoni, ¢erti mizuri ta’ kontroll u sorveljanza uffi¢jali

L.1. Principji generali ghad-dijanjosi ta’ I-ISA

Ragunijiet xierqa biex il-hut ikun suspettat li hu infettat bl-ISAV huma esponuti fil-Parti 1.2 ta” dan l-Anness.
L-Istati Membri ghandhom jizguraw li, wara suspett li I-hut ta’ post fejn jitrabba l-hut huwa nfettat bl-ISAV,
investigazzjoni uffi¢jali biex tkun ikkonfermata jew eskluza I-prezenza tal-marda ghandha tkun maghmula
mill-aktar malajr possibbli, u ghandhom ukoll ikunu applikati l-ispezzjonijiet u l-ezaminazzjonijiet klinici, kif
ukoll, il-kollezzjoni u s-selezzjoni ta’ kampjuni u l-metodi ta’ l-eZaminazzjonijiet tal-laboratorju kif stabbiliti
fil-Part 1II-VI ta’ dan 1-Anness. Sabiex tkun ikkonfermata ufficjalment il-prezenza ta’ I-ISA, kwalunkwe wiehed
mit-tlett settijiet ta’ kriterji stabbiliti fil-Parti 1.3 ta’ dan I-Anness ghandu jkun issodisfatt

1.2. Suspett ta” infezzjoni bl-ISA

1.2.1. Il-prezenza ta’ I-ISA ghandha tkun issuspettata jekk ghall-anqas wiehed minn dawn il-kriterji li gejjin
ikun milhuq:

(a) il-prezenza ta’ sejbiet wara I-mewt li jkunu konsistenti ma’ I-ISA, b'sinjali jew minghajr sinjali
klini¢i ta’ mard. Sejbiet wara l-mewt u sinjali klini¢i ta’ mard ghandhom ikunu skond dawk
stabbiliti fl-edizzjoni prezenti tal-manwal Dijanjostiku ta’ I-OIE ghall-mard ta’ annimali akwatici;

(b) izolazzjoni u identifikazzjoni ta’ INISAV fkultura ¢ellolari minn kampjun wiehed minn kwalunkwe
hut tal-farm kif deskritt fil-Parti III;
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(¢) Evidenza xierqa tal-prezenza ta’ I-ISAV minn zewg testijiet laboratorji indipendenti bhal RT-PCR
(Parti IV) u IFAT (Parti V);

(d) it-trasferiment ta’ hut haj gewwa farm fejn hemm ragunijiet xierqa li jkun issuspettat li I-ISA
kienet prezenti fiz-zmien tat-trasferiment tal-hut;

(e) fejn investigazzjoni turi kollegamenti sostanzjali epidemologici ohra ma’ farms fejn I-ISA hija
ssuspettata jew ikkonfermata.

1.2.2. Suspett ta’ I-ISA jista’ jkun eskluz jekk investigazzjonijiet kontinwi li jinvolvu ta’ lanqas ispezzjoni
klinika wahda fix-xahar ghall-perjodu ta’ sitt xhur juru li ma hemmx aktar evidenza sinifikattiva tal-
prezenza ta’ -ISA.

1.3. Konferma ta’ I-ISA

Il-prezenza ta’ I-ISA ghandha tkun ikkunsidrata bhala kkonfermata jekk il-kriterji fl-(a) jew (b) jew (¢) ikunu
milhuqa:

(a) sinjali klinici u sejbiet wara l-mewt konsistenti ma’ I-ISA skond l-edizzjoni prezenti tal-manwal
Dijanjostiku ta’ 1-OIE ghall-mard ta’ annimali akkwatici, inkluzi hut mejta, dghajfa jew li ghandhom
imgieba anormali, sinjali ta’ anemija, sejbiet ohra wara l-mewt u kambjamenti patologici, huma
osservati, u I-ISAV tkun skoperta permezz ta’ wiched jew aktar minn dawn il-metodi li gejjin:

(i) l-izolazzjoni u l-identifikazzjoni ta’ I-ISAV fkultura cellolari minn ta’ lanqas kampjun wiched minn
kwalunkwe hut fil-farm kif deskritt fil-Parti III,

(i) l-iskoperta ta’ I-ISAV permezz ta’ RT-PCR bil-metodi deskritti fil-Parti IV,

(iii) l-iskoperta ta’ I-ISAV ftessuti jew preparazzjonijiet ta’ tessuti permezz ta’ anti-korpi specifi¢i kontra
I-ISAV (ez. IFAT dwar marki tal-kliewi kif deskritt fil-Parti V);

(b) l-izolazzjoni u l-identifikazzjoni ta’ I-ISAV fzewg kampjuni minn wiehed jew aktar hut fil-post fejn
jitrabba l-hut ezaminati fokkazjonijiet separati bl-uzu tal-metodu deskritt fil-Parti III;

(¢) l-izolazzjoni u l-identifikazzjoni ta’ I-ISAV minn ta’ lanqas kampjun wiehed minn kwalunkwe hut fil-
post fejn jitrabba 1-hut bl-uzu tal-metodu deskritt fil-Parti III u b'evidenza korroborattiva ta’ I-ISAV fi
preparazzjonijiet ta’ tessuti minn kwalunkwe hut fil-post fejn jitrabba I-hut bl-uzu ta’ RT-PCR (Parti IV)
jew IFAT (Parti V).

L.4. Kriterji ghall-istabbiliment u r-revokazzjoni ta’ zoni ghall-kontroll u sorveljanza ufficjali wara suspett jew konferma ta’ I-
ISA

1.4.1. Bil-ghan li jkun stabbilit programm uffi¢jali ta’ sorveljanza fuq bazi ta’ riskju, 1-Istati Membri fil-
vicinanza ta’ post fejn jitrabba l-hut suspettat jew ikkonfermat li hu infettat bl-ISA, ghandhom
jistabbilixxu kontroll xieraq u Zoni ta’ sorveljanza.

1.4.2. Iz-zoni li ghandhom ikunu stabbiliti ghandhom ikunu definiti fuq bazi ta’ analizi ta’ kull kaz dwar ir-
riskji ta’ aktar tixrid tal-marda. Skond is-sitwazzjoni epizoologika, iz-zona ta’ qbid ta’ l-ilma jew iz-zona
tal-kosta ta’ koncern:

— ghandha tkun definita bhala zona ta’ kontroll, jew

— tista’ tkun, fZoni ta’ qbid estensiv ta’ I-ilma jew zoni tal-kosta, diviza fZona ta’ kontroll u zona ta’
sorveljanza jekk il-prevenzjoni tat-tixrid ta’ I-ISA ma tkunx kompromessa.

Barra dan, sorveljanza addizzjonali tista’, jekk necessarju, tkun stabbilita, barra z-zona ta’ gbid ta’ I-ilma
jew iz-zona tal-kosta.

1.4.3. Il-fatturi principali li ghandhom ikunu kkunsidrati ghall-istabbiliment ta’ Zoni msemmija hawn fuq
huma dawk li jinfluwenzaw ir-riskji tat-tixrid tal-marda ghall-hut imrobbi u hut fibhra miftuha, bhal:
in-numru, ir-rata u d-distribuzzjoni ta’ mortalita ta’ hut fil-post fejn jitrabba l-hut issuspettat jew
ikkonfermat li hu infettat bl-ISAV; il-kawza tal-mortalita fil-post fejn jitrabba l-hut ikkoncernat; id-
distanza ghal u d-densita ta’ postijiet fejn jitrabba l-hut li jinsabu qrib; postijiet fejn jitrabba l-hut li
jmissu ma’ xulxin; l-ispeci prezenti fil-postijiet fejn jitrabba I-hut; il-gestjoni tal-post fejn jitrabba l-hut
affetwat u tal-postijiet fejn jitrabba l-hut i jinsabu qrib; il-kondizzjonijiet idrodinamici u fatturi ohra ta’
sinifikanza epidemologika identifikati fil-qafas ta’ l-investigazzjonijiet epizoti maghmula skond I-
Artikoli 5(2) u 8 tad-Direttiva 93/53/KEE.
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1.4.4.

Il-kriterji minimi li gejjin ghandhom japplikaw ghall-istabbiliment ta’ zoni.

1.4.4.1. Ghandha tkun stabbilita “Zona ta’ kontroll” mill-Istati Membri fil-vi¢inanza ta’ post fejn jitrabba
l-hut i jkun ikkonfermat li huwa infettat b-ISAV kif gej:

— fzoni tal-kosta: iz-zona inkluza f¢irku ta’ ragg ta’ mill-inqas dawra wahda tal-marea jew
ghall-anqas 5 km, bi¢-centru jkun dak il-post fejn jitrabba l-hut ikkonfermat li hu infettat
bl-ISAV, jew zona ekwivalenti ddeterminata skond informazzjoni idrodinamika jew
epidemologika approprjata, jew

— fzoni gewwiena: iz-zona kollha ta’ qbid ta’ I-ilma tal-post fejn jitrabba l-hut ikkonfermat li
hu infettat b-ISAV; l-Istat Membru jista, fZoni estensivi ta’ gbid ta’ l-ilma, jillimita I-
estenzjoni taz-zona sa partijiet taz-zZona ta’ qbid ta’ l-ilma sakemm il-prevenzjoni tat-tixrid
ta’ I-ISA ma tkunx kompromessa.

1.4.4.2. “zona temporanja ta’ kontroll” ghandha tkun stabbilita fkaz ta’ suspett tal-prezenza ta’ I-ISA,
ibbazata fuq l-istess kriterji kif esposti ghaz-zona ta’ kontroll.

1.4.4.3. “zona ta’ sorveljanza” ghandha tkun stabbilita bhala necessarja mill-Istat Membru barra z-zona
ta’ kontroll fZoni fejn sorveljanza anqas intensiva hija mifhuma li tkun suffi¢jenti u ghandha
tikkorrispondi ghal:

— fZoni kostali: Zona li tic¢irkonda z-zona ta’ kontroll ta’ zoni ta’ eskursjonijiet tal-marea li
jokkoincidu fxi partijiet, Zona li ticcirkonda z-zona ta’ kontroll u inkluza f¢irku ta’ radju ta’
10 km mic-Centru taz-zona ta’ kontroll jew zona ekwivalenti ddeterminata skond data
idrodinamika jew epidemologika approprjata, jew

— fzoni gewwiena: jekk huwa necessarju, bhala zona li testendi barra z-zona ta’ kontroll kif
stabbilita.

1.5. Is-serhan u r-revoka ta’ Zoni stabbiliti

L.6.

L5.1.

L-awtorita’ kompetenti ta’ I-Istat Membru ghandha tizgura li l-postijiet kollha fejn jitrabba 1-hut gewwa
z-zona ta’ kontroll ikunu suggetti ghall-perjodu approprjat ta'tqallib wara li jkunu mbattla mill-hut u
dizinfettati kif necessarju. It-tul ta’ Zmien ta’ mistrich fil-postijiet fejn jitrabba I-hut ikkonfermati li
huma infettati bl-ISA ghandu jkun ta’ mhux angas minn sitt xhur. It-tul ta’ Zmien ta’ mistrieh ghal
postijiet ohra fejn jitrabba l-hut fZoni ta’ kontroll ghandu jkun iddeterminat mill-awtoritd kompetenti
fuq bazi ta’ evalwazzjoni ta’ riskju kaz bkaz. Meta l-postijiet kollha fejn jitrabba l-hut fiz-zona ta’
kontroll jigu mbattla, mhux anqas minn sitt xhur ta’ mistrich issinkronizzat ghandhom jghoddu.

Barra dan, l-awtorita kompetenti tista’ tiddeciedi dwar is-serhan ta’ postijiet fejn jitrabba l-hut fzoni ta’
sorveljanza stabbiliti.

. Zoni ta’ kontroll stabbiliti ma jistghux ikunu rrevokati u jergghu jkunu stokkjati sakemm il-postijiet

kollha fejn jitrabba l-hut li jinsabu fiz-Zoni jkunu mbattla mill-hut, iddizinfettati kif necessarju u
mserrha skond 1.5.1. Meta z-zoni jkunu gew ristokkjati, iz-zoni ta’ kontroll ghandhom ikunu mibdula
fZzoni ta’ sorveljanza kif stabbilit fi 1.4.4.3.

. Zoni ta’ kontroll temporanju stabbiliti ma jistghux ikunu rrevokati sakemm is-suspett ta’ I-ISA ikun

eskluz skond Parti 1.2.2. Fkaz ta’ konferma ta’ 1-ISA skond Parti 1.3, iz-zona ta’ kontroll temporanju
ghandha tkun mibdula fZona ta’ kontroll.

. Zoni ta’ sorveljanza stabbiliti ma jistghux ikunu rrevokati gabel sentejn mir-revoka taz-zona ta’

kontroll.

Sorveljanza ufficjali wara suspett jew konferma ta’ I-ISA

L6.1.

L.6.2.

Breferenza ghall-Artikolu 5(2) u 6 tad-Direttiva 93/53/KEE u sabiex tkun stabbilita d-distribuzzjoni u
l-evoluzzjoni tal-marda wara suspett jew konferma ta’ I-ISA fpost fejn jitrabba l-hut, programm ta’
sorveljanza ufficjali bbazat fuq riskju ghandu jkun maghmul mill-awtorita kompetenti, jew minn
servizzi kkwalifikati ghas-sahha tal-hut b’konsultazzjoni ma’ u taht il-kontroll ta’ l-awtorita kompetenti,
fuq il-postijiet kollha fejn jitrabba I-hut i jinsabu fiz-zZoni stabbiliti.

Bil-ghan li jkun applikat dan il-programm ta’ sorveljanza uffijali, -awtorita kompetenti ghandha, jekk
necessarju, permezz ta’ ispezzjoni fuq il-post, tiddentifika il-postijiet kollha fejn jitrabba I-hut fiz-zoni
stabbiliti u taghmel censiment ufficjali ta’ l-ispeci, kategoriji u numru ta’ hut mizmum fil-postijiet fejn
jitrabba I-hut, inkluzi figuri ta’ mortalita’.
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1.6.3.

1.6.4.

Wara ¢-censiment  ufficjali inizjali, il-postijiet fejn jitrabba Il-hut gewwa zoni ta’ kontroll
temporanjament stabbiliti, li ged iZommu salamun Atlantiku (Salmo salar), jew kwalunkwe spec¢i ohra
msemmija fl-edizzjoni l-aktar recenti tal-kodici tas-sahha ta’ l-annimali akwatici bhala suxxettibbli ghal
jew li ghandhom il-potenzal li jghaddu 1-ISA, ghandhom jirrapurtaw il-mortalitajiet kull 14-il jum lill-
awtorita kompetenti. Zieda fil-mortalita ghandha tkun irrapurtata fuq bazi ta’ kull gurnata u kull gagga.
L-awtorita kompetenti ghandha tinvestiga kwalunkwe Zieda sinifikanti ta’ mortalita fil-post fejn jitrabba
l-hut.

Jekk is-suspett ikun ikkonfermat, il-postijiet kollha fejn jitrabba l-hut fiz-zoni ta’ kontroll stabbiliti
ghandhom jirrapurtaw kull gimgha lill-awtorita kompetenti dwar il-mortalita, fuq bazi ta’ kull gagga u
kull gurnata.

Postijiet fejn jitrabba I-hut fzoni ta’ sorveljanza ghandhom jirrapurtaw mortalitajiet lill-awtorita
kompetenti kull 14-il jum.

Barra dan, spezzjonijiet ghandhom ikunu maghmula regolarment matul is-sena fiz-zoni stabbiliti u bi
frekwenza kif hu espost fit-Tabella 1. Madanakollu, meta kondizzjonijiet klimati¢i irendu dawn I-
ispezzjonijiet impossibbli matul parti mis-sena, I-Istati Membri jistghu jistabbilixxu frekwenzi ohra ta’ I-
ispezzjonijiet fil-pjan komtingenti.

Tabella 1

Programm uffi¢jali ta’ sorveljanza

Numru minimu ta’ spezzjonijiet fis-
sena wara li z-zona ta’ kontroll tkun
irrevokata

Lokalita tal-post fejn jitrabba I- Numru minimu ta’ spezzjonijiet fis-
hut sena

Zona ta’ kontroll 12

Iz-zona ta’ sorveljanza 6 6

Zona temporanja ta’ kontroll 6

Il-programm ta’ sorveljanza ghandu jkun maghmul sakemm iz-zoni jkunu revokati.

L-ispezzjonijiet, kif ukoll is-selezzjoni, il-kollezzjoni, il-preparazzjoni u l-garr ta’ kampjuni fuq vapur,
ghandhom ikunu maghmula kif definit fil-Partijiet 11.1 sa Il.4. L-ezaminazzjoni ta’ kampjuni ghandha
tkun skond il-Partijiet III sa VI.

Spezzjoni u tehid ta’ kampjuni

IL1. Spezzjoni, selezzjoni u kollezzjoni ta” kampjuni gewwa post fejn jitrabba I-hut fejn il-prezenza ta’ I-ISA hija ssuspettata

I1.1.1. Fl-ispezzjonijiet regolari maghmula fil-qafas tal-programm ta’ sorveljanza uffi¢jali espost fil-Parti 1.6, u

gewwa postijiet fejn jitrabba I-hut li huma ssuspettati li huma infettati bl-ISA, il-facilitajiet kollha tal-
post fejn jitrabba l-hut (gageg, tankijiet jew ghadajjar) ghandhom ikunu spezzjonati ghall-prezenza ta’
hut mejta, dghajfa jew li gqed jagixxu b'mod abnormali. Fejn hu possibbli, mortalitajiet recenti (mhux
dikomposti), u hut dghajfa jew hut li qed jagixxu b'mod anormali ghandhom ikunu ezaminati ghal
sinjali klini¢i jew sejbiet ta’ wara l-mewt tal-ISA kif deskritt fl-edizzjoni prezenti tal-manwal
Dijanjostiku ta’ I-OIE ghall-mard ta’ annimali akwatici.

I1.1.2. Jekk sinjali klini¢i recenti konsistenti ma’ I-ISA huma osservati, jew spettur jew veterinarju ghandu

kwalunkwe raguni li jissuspetta li hut jista’ jkun infettat, minimu ta’ ghaxar hutiet ghandhom ikunu
mehuda bhala kampjun. Il-kampjun ghandu jkun maghmul minn mortalitajiet recenti u hut dghajfa
jew li qed jagixxu b'mod anormali fejn hu possibbli. Jekk ma hemmx numru sufficjenti ta’ hut
affettwat klinikament, in-numri fil-kampjun ghandhom ikunu mizjuda bhut b’sahhtu selezzjonat mill-
gageg, tankijiet jew ghadajjar li juru l-oghla numru ta’ mortalitajiet jew hut Ii juri sinjali klinici ta’
mard.

I.1.3. Jekk mortalitajiet recenti jew hut dghajfa jew li qed jagixxu b’'mod abnormali huma osservati, izda s-

sinjali klini¢i u sejbiet ta’ wara l-mewt ma humiex konsistenti ma’ 1-ISA, it-tehid ta’ kampjuni ma
huwiex obbligatorju, ghalkemm kampjuni li jkunu mehtiega sabiex tkun maghmula dijanjosi
differenzjali jistghu jkunu mehuda fid-diskrezzjoni ta’ l-ispettur jew tal-veterinarju.
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I11.1.4.

Fejn hut mill-ambjent naturali tieghu huwa ssuspettat li hu infettat bl-ISA, 1-Istati Membri ghandhom
jizguraw li kampjuni approprjati jkunu mehuda u ezaminati permezz ta’ metodi klini¢i approprjati u
metodi laboratorji kif stabbiliti fil-Partijiet 1 sa VI sabiex tkun eskluza jew ikkonfermata l-prezenza ta’
-ISA u biex ikun stimat jekk l-okkorrenza tal-marda tipprezenta theddida sinifikattiva ghall-hut
imrobbi.

IL.2. Preparazzjoni ta’ kampjuni minn hut

I1.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

11.2.5.

Kampjuni ghall-ezami istologiku ghandhom ikunu mehuda biss minn hut li ghadu kif ikun magqtul Ii
juri sinjali klinici jew sejbiet ta’ wara l-mewt konsistenti mal-prezenza tal-marda. Kwalunkwe
lezjonijiet esterni jew interni ghandhom ikunu mehuda bhala kampjuni u fi kwalunkwe kaz kampjuni
tal-fwied, min-nofs il-kilwa, tal-qalb u tal-milsa ghandhom ikunu mnehhija mill-huta individwali bl-
uzu ta’ skarpell u trasferiti go 8 sa 10 % (vol/vol) formol mielah ibbafferjat. Il-proporzjon ta’ sustanza
li twahhal ghat-tessuti ghandu jkun ta’ lanqas 20:1 biex tkun zgurata l-preservazzjoni sodisfacenti tat-
tessuti.

Tessuti ghall-ezaminazzjoni virologika ghandhom jittichdu mill-hut kollu li jkun mehud bhala
kampjun. Kampjuni doppji ghandhom jittichdu ghal skopijiet korroborattivi. Bicciet tal-fwied, tal-
kilwa anterjuri, tal-qalb u tal-milsa ghandhom ikunu mnehhija bl-uzu ta’ instrument sterilizzat u
trasferiti gewwa tubi tal-plastik, li jikkontjenu 9 ml soluzzjoni ta’ trasport, i.e. kultura cellolari medja
bantibijoti¢i. Taghqid ta” 12,5 pg ml-1 fungizone, 200 IU ml-1 polymixin B, u 200 pg ml-1 kanamycin
huwa xieraq imma taghqid ichor ta’ effika¢ja ppruvata jistghu jkunu uzati. Tessuti minn mhux aktar
minn hames hutiet jistghu jkunu migbura ftubu wiehed li jkkontjeni soluzzjoni ta’ transport u
jirraprezentaw kampjun wiched ippuljat. I-piz tat-tessuti fkampjun wiehed ghandu jkun
1,0 £ 05 g

Marki tal-kliewi ghandhom jittiechdu ghall-ezami tal-IFAT minn hut li jkun ghadu kif ingatel biss, i.e.
fi zmien saghtejn mill-mewt. Bi¢ca min-nofs il-kilwa ghandha tkun imnehhija mill-hut bl-uzu ta’
strumenti sterilizzati. It-tessut ghandu jkun ixxugat fuq karta li tassorbi biex ikun imnehhi l-eccess ta’
demm, imbaghad maghfus repetutament ma’ slajd tal-hgieg miksija bil poly-L-lysine. Il-marki
individwali ghandhom ikunu hdejn xulxin, izda mhux imrikkba, biex jaghtu saff wiehed kontinwu ta’
celloli. Fluwidu ta’ demm u tessuti ma humiex materjal rilevanti ghal dan l-ezami. It-thallija tal-
kampjun tal-kliewi biex jiskula fuq karta li tassorbi ghandu jkun evitat ghax dan jista’ jirrizulta
fembolu li jikkawza d-depozitu ta’ ammonti kbar ta’ proteini tas-serum fuq is-slajd ta’ l-ezami. II-
marki ghandhom ikunu mnixxfa bl-arja mbaghad mizmuma keshin u xotti jekk ma humiex ser ikunu
mwahhlin immedjatament. It-twahhil tal-marki ghandu jkun maghmul fi 72 sighat minn meta I-hut
kien mehud ghall-kampjun. Alternattivament, il-marki jistghu jkunu ffrizati wara jkunu mnixxfa bl-
arja u merfugha ghal mhux aktar minn xahar £20 °C gabel it-twahhil.

Hut li juri sinjali ta’ anemija jistghu jkunu storduti u kampjuni ta’ demm eparinizzati jistghu jkunu
mehuda immedjatament ghall-ezami ematologiku, bhal ma huwa I-mizurazzjoni ta’ l-ematokrit.

Tessut ghall-analizi ta’ RT-PCR ghandu jittiehed mill-hut kollu mehud bhala kampjun. Bicca mill-
anterjuri jew minn nofs il-kilwa ghandha tkun imnehhija mill-hut bl-uzu ta’ strument sterili u trasferiti
ftubu mikro-fuge li jikkontjeni 1 ml RNA soluzzjoni preservattiva ta’ effikacja ppruvata. Tessut minn
mhux aktar minn hames hutiet jistghu jkunu migbura ftubu wiehed ta’ soluzzjoni preservattiva u
jirraprezenta kampjun wiched ippuljat. Il-piz ta’ tessut fkampjun wiched ghandu jkun approssimatti-
vament ta’ 0,5 g. Meta l-hut huwa zghir wisq sabiex jinkiseb kampjun tal-piz necessarju, bicciet mill-
kilwa, mill-qalb, mill-milsa, mill-fwied jew mill-pyloric caeca jistghu jkunu mehuda, fdak l-ordni ta’
preferenza, sabiex jintlahaq 0,5 g.

11.3. Garr fuq vapuri ta’ kampjuni mill-hut

I1.3.1.

11.3.2.

I1.3.3.

Kampjuni ta’ demm u tubi li jikkontjenu tessuti tal-hut ghall-ezami virologiku jew analizi ta’ RT-PCR
ghandhom ikunu mgieghda fkontenituri izolati (bhal per ezempju kaxex hoxnin tal-polisterin)
flimkien ma’ silg sufficjenti jew “blokki tal-friza” biex ikun Zgurat tkessih tal-kampjuni waqt it-
trasportazzjoni ghal-laboratorju. L-iffrizar ghandu jkun evitat u silg ghad ghandu jkun prezenti fil-
kaxxa tat-trasport mal-wasla jew wahda jew aktar mill-“ blokki tal-friza” ghad ghandha tkun
parzjalment jew kompletament iffrizata. Fcirkostanzi eccezzjonali kamjuni ta” RT-PCR u kampjuni
ghall-ezami virologiku jistghu jkunu snap-frozen u trasportati sal-laboratorju £20 °C jew anqas.

Slajds ghall-IFAT ghandhom ikunu mgarra bil-vapuri gewwa detenturi ta’ l-islajds b'desikkant
suffi¢jenti sabiex il-marki jinzammu xotti u mkessha bhal kif imsemmi hawn fuq.

Jekk tessuti tal-hut ikunu trasportati gewwa sustanza li twahhal ghall-ezami istologiku ghandhom
ikunu mgarra bil-vapuri ftubi li ma johrogx xejn minnhom li jkunu jinsabu fkontenituri rezistenti
ghall-impatt, bhal kaxxi hoxnin tal-polisterin.
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11.3.4.

I1.3.5.

I1.3.6.

I1.3.7.

11.3.8.

Sakemm kampjuni ikunu gew iffrizati, l-ezami virologiku ghandu jkun mibdi mill-aktar fiss possibbli
u mhux aktar tard minn 72 siegha wara il-gbir tal-kampjuni. ll-kampjun ghall-analizi korroborattiva
ghandu jkun merfugh f- 20 °C jew anqas mal-wasla fil-laboratorju.

Hut shih jista’ jkun trasportat ghal-laboratorju jekk ir-rekwiziti tat-temperatura wagqt it-trasport, kif
deskritti fi I1.3.1, jistghu jkunu sodisfatti. Hut shih ghandu jkun imgezwer fkarti li jassorbu u mgorrija
bil-vapuri gewwa baskett tal-plastik, imkessah kif menzjonat akter 'il fuq.

Hut haj jista’ jkun ukoll imgorr bil-vapuri imma dan jista’ jsir biss taht is-sorveljanza tas-servizz
uffi¢jali.

Ghall-analizi ta’ RT-PCR tat-tessuti pprezervati gewwa RNAlater, it-tnehhija ta” RNA ghall-kampjuni
merfugha ftemperaturi differenti ghandha tkun maghmula fcertu perjodu ta’ zmien. Dawn il-hinijiet
huma moghtija kif gej:

— 37°C gurnata

— 25°C gimgha

— 4°C xahar

— 20°C indefinittivament

L-ippakkettjar kollu u Il-ttikkettjar ghandu jkun maghmul skond regolamenti prezenti tat-trasport
nazzjonali u internazzjonali kif xieraq.

1L.4. Gbir ta’ materjal dijanjostiku supplimentari

Bil-ftehim tal-laboratorju dijanjostiku, tessuti ohra ta’ hut jistghu jkunu migbura u ppreparati ghall-ezami
supplimentari.

Ezami virologiku

IL.1. Preparazzjoni ta’ kampjuni

ML1.1. Fejn iqumu diffikultajiet prattici li jirrendu impossibbli t-tilgim ta’ celluli £72 siegha wara I-gbir tal-

kampjuni tat-tessuti, huwa accettat li t-tessut ikun iffrizat fi - 80 °C ghall-28 gurnata. It-tessut
ghandu jkun iffrizat u skongelat darba wahda biss qabel 1-ezami.

I1.1.2. Kull kampjun (gabra ta’ tessut f'soluzzjoni ta’ trasport) ghandu jkun kompletament omogenizzat bl-

uzu ta’ stomacher, blender jew mehriez u lida, centrifugat £2000 ta’ 4000 x g ghal 15-il minuta 0 sa
6 °C, u is-sustanza li tghum fil-wic¢ ghandha tkun iffiltrata (0,45 pm) u inkubata ma’ volum ugwali
ta’ gabra ta’ anti-sera mghammda b'mod xieraq ma’ serotipi indigeni ta’ [PNV. It-titre ta’ l-antiserum
ghandu jkun mhux angas minn 1:2000 gewwa 50 % tat-test tan-newtralizzazzjoni tal-plakka. It-
tahlita ghandha tkun inkubata ghal siegha fi 15 °C. Dan jirraprezenta s-sustanza wzata ghat-tilqim.

Trattament tas-sustanzi kollha uzati ghat-tilgim bl-antiserum ghal vajrus ta’ I-IPN (vajrus li fcertu
partijiet ta’ I-Ewropa jsehh £50 % tal-kampjuni ta’ hut) bil-ghan li jipprevjeni CPE kawzat mill-vajrus
ta’ I-IPN milli jizviluppa gewwa kolturi ta’ celluli mlagqma. Dan ghandu jnaqgas it-tul tal-ezami
virologiku kif ukoll in-numru ta’ kazijiet fejn is-sehh ta’ CPE ikollha tkun ikkunsidarta bhala
potenzalment indikattiva ta’ ISAV.

Meta kampjuni jkunu gejjin minn unitajiet tal-produzzjoni li huma kkunsidrati hielsa minn IPN,
trattament tas-sustanzi uzati ghat-tilqgim bl-antiserum lil vajrus ta’ I-IPN jistghu jkunu esklusi.

1L.2. Tilgim ta’ kolturi ta” celluli

M1.2.1. Celluli SHK-1 (wara t-80 jew anqas) jew celloli TO ghandhom ikunu mkabbra gewwa L-15 medju li

jikkontjeni 5 % serum tal-fetu ta’ l-ifrat, 2 % (v/v) 200 mM L-glutamin, u 0,08 % (v/v) 50 mM 2-
mercaptoetanol gewwa 12- jew 24- platti tal-gabriet. Linji ohra ta’ celluli ta’ effettivita u sensittivita
ppruvata fl-izolazzjoni ta’ ISAV jistghu jkunu uzati, u tkun mehuda kunsiderazzjoni tal-varjabilita’
tat-tensjoni molekulari u l-abilita’ ta’ diversi tensjonijet li jirreplikaw flinji ta” celluli differenti.
Sospensjoni ta’ l-organu trattat bl-antiserum ghandu jkun imlaggam gewwa kolturi ta’ ¢elluli zghar u
li qeghdin attivament jikbru sabiex jaghtu dilwit finali tal-materjal tat-tessut ghal kultura medja ta’
1:1000. Ghal kull sospensjoni ta’ organu 40 pl ta’ sustanza uzata ghat-tilgim ghandha tkun mizjuda
ma’ gabra wahda li tikkontjeni 2 ml ta’ kultura medja. Sabiex ikun minimizzat ir-riskju ta’
kontaminazzjoni trasversali huwa rrikommandat li 12- jew 24- platti separate tal-gabriet ikunu
intuzati ghal kampjuni minn postijiet differenti fejn jitrabba l-hut.
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IIL.3.

[11.4.

IIL5.

11.2.2. Platt wiehed ghandu jinZamm mhux imlagqam biex iservi bhala kontroll negattiv. Platt separat
ghandu jkun imlagqam b'izolanti referenti ta’ 1-ISAV bhala kortroll pozittiv, kif gej. Mija pl tal-
preparat mahzun ta’ I-ISAV (titre minimu ta’ 107 TCID50 ml-1) ghandu jkun imlaqgam fl-ewwel
gabra u mhallat sew. Volum ta’ dan il-materjal ghandu jkun trasferit mill-ewwel gabra ghat-tieni
gabra biex jintlahaq 1:10 tas-sustanza dilwita u mhallta sew. Dan ghandu jkun ripetut tul il-platt
sabiex ikunu maghmula sitt sustanzi dilwiti ghal ghaxar darbiet. Hazniet ta’ I-ISAV jistghu jkunu
merfugha fi 80 °C ghal mill-inqas sentejn imma minn meta jkunu skongelati ghandhom ikunu uzati
fi tliet jjiem. Nota: attenzjoni ghandha tkun mehuda sabiex, a jithallix kontaminazzjoni trasversali ta’
platti ghall-ezami b’'materjal ta’ kontroll posittiv. Sabiex ikun evitat dan ir-riskju kontrolli posittivi
ghandhom ikunu stabbiliti u ittrattati separatament mill-platti ghall-ezami.

11.2.3. Kampjuni ghandhom ikunu inkubati 14 * 2 °C ghal hmistax-il gurnata.

Mikroskopija

Bl-uzu ta’ mikroskopju, kolturi ta’ celluli ghandhom ikunu ezaminati ghal CPE darbtejn, bejn hamsa u
sebgha u 12 sa 14-il gurnata wara it-tilgim. Jekk xi gabra turi CPE, proceduri ta’ identifikazzjoni tal-vajrus
ghandhom ikunu mibdija immedjatament (II1.6). Jekk ebda CPE ma tkun osservata sal-gurnata 14, ezami ta’
hemassorbentazzjoni (Il.4) ghandu jkun esegwit.

Hemassorbentazzjoni

Replikazzjoni ta’ ISAV fkolturi ta’ celluli ma tirrizultax dejjem fCPE. Ghalhekk, kull gabra ghandha tkun
suggetta ghall-ezami ta’ hemassorbentazzjoni kif deskritt afkar 1 isfel, jew inkella, kull gabra ghandha tkun
suggetta ghall-ezami IF kif deskritt 111.6.1.

II1.4.1. Kolturi ta’ Celluli medja ghandhom ikunu mhehhija minn kull gabra, inkluzi dawk ta’ kontrolli
pozittivi u negattivi, u mpoggija ftubi sterili mmarkati. Hames mija pl ta’ 0,2 % (v/v) sospensjoni ta’
celluli tad-demm homor mahsula tal-fenek jew taz-ziemel, jew 0,05 % (v[v) sospensjoni ta’ ¢elluli ta-
demm homor mahsula ta’ rainbow trout jew tas-salamun Atlantiku, ghandhom ikunu mizjuda ma’
kull gabra u inkubati fit-temperatura tal-kamra ghal 45 minuta. I¢-celluli tad-demm homor
ghandhom ikunu mnehhija u kull wahda mahsula ghal darbtejn bil-L-15 medium. Kull gabra
ghandha tkun ezaminata bl-uzu ta’ mikroskopju.

111.4.2. Il-prezenza ta’ ghenieqed ta’ celluli tad-demm homor li jmissu mal-wic¢ ta’ SHK-1 jew tac-celluli TO
ghandha tkun indikattiva ta’ infezzjoni prezunta b’ortomixovajrus. Jekk ezami ta’ hemassorbentaz-
zjoni huwa pozittiv ezami ta’ identifikazzjoni tal-vajrus ghandu jkun esegwit immedjatament (IIL6).

Subkultivazzjoni jew passagg

IL.5.1. Subkultivazzjoni ghandha tkun maghmula bejn il-granet 13 sa 15. Mitejn u hamsa u ghoxrin pl ta’
kultura tas-sustanza li tghum fil-wic¢ ghandha tkun mizjuda mal-gabriet li jikkontjenu ¢elluli SHK-1
godda li jikbru attivament gewwa 12- platti tal-gabriet u inkubati f14 + 2 °C ghal 18-il gurnata.
Bl-uzu ta’ mikroskopju, kolturi ta’ ¢elluli ghandhom ikunu ezaminati ghal CPE darbtejn, bejn il-
granet hamsa u sebgha u 14 sa 18 wara t-tilqim. Jekk xi gabra turi CPE, proceduri ta’ identifikazzjoni
tal-vajrus ghandhom ikunu mizjuda immedjatament (II.6). Jekk ebda CPE ma tkun osservata sal-
granet 14 sa 18, ezami tal-hemassorbentazzjoni ghandu jkun (IIL.4).

I1.5.2. Jekk citotossicita issehh fl-ewwel sebat ijiem ta’ inkubazzjoni, subkultivazzjoni ghandha tkun
esegwita fdak l-istadju, u ¢-celluli ghandhom ikunu nkubati ghal 14 sa 18-il gurnata u jergghu
jkunu subkultivati b’14 sa 18-il gurnata ohra ta’ inkubazzjoni. Jekk citotossicita’ issehh wara sebat
ijiem, subkultivazzjoni ghandha tkun esegwita darba u ¢-celluli ghandhom ikunu inkubati biex
jintlahaq it-total ta’ 28 sa 36 gurnata inkubazzjoni mill-inokulazzjoni primarja.

IL.5.3. Jekk kontaminazzjoni batterjologika issehh fil-kultura primarja, l-ezami ghandu jerggha jkun
maghmul bl-uzu tat-tessut omogenat merfugh fi - 80 °C. Qabel it-tilgim it-tessut omogenat huwa
centrifugat fi 4000 x g ghal 30 minuta fO sa 6 °C u s-sustanza li tghum fil-wic¢ hija ffiltrata fi
0,22 pm. Jekk kontaminazzjoni batterjologika issehh waqt l-istadju tas-subkultivazzjoni s-sustanza
lit ghum fil-wi¢¢ ghandha tkun iffiltrata fi 0,22 pm, imlagqma gewwa celluli godda u inkubata ghal
14 sa 18-il gurnata ohra.
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1L.6. Ezamijiet ta’ identifikazzjoni tal-vajrus

Jekk evidenza ta’ CPE hija osservata fi kwalunkwe stadju, jew jekk l-ezami ta’ hemassorbentazzjoni huwa
pozittiv, l-identifikazzjoni tal-vajrus tkun maghmula. Il-metodi ta’ l-ghazla ghall-identifikazzjoni ta’ I-ISAV
huma IF (I1.6.1) u RT-PCR (Parti IV). Jekk ikun ikkunsidrat li vajrusis ohra jistghu jkunu prezenti huwa
rrikkomandat li ezamijiet supplimentarji ta’ identifikazzjoni tal-vajrus ikunu maghmula. Jekk dawn I-
ezamijiet ma jkunux hallew l-identifikazzjoni definitiiva tal-vajrus fgimgha, is-sustanza lit ghum fil-wic¢
ghandha tkun moghtija lil laboratorju nazzjonali referenti jew lil-laboratorju refernenti tal-mard tal-hut ta’ I-
UE ghall-identifikazzjoni mmedjata.

L.6.1. IF

IL6.1.1. Celluli SHK-1 (sa 80 jew anqas) jew celluli TO cells ghandhom ikunu mkabbra fi L-15
medja li jikkontjeni 5 % serum fetali ta’ l-ifrat), 2 % (v/v) 200 mM L-glutamin u 0,08 %
(v/v) 50 mM 2-mercaptoetanol gewwa 24- jew 96- platti tal-gabriet u uzati fkonfluwenza
ta’ aktar minn 50 %. Linji ta’ celluli ohra jew mezz ta’ tkabbir ta’ effikacja ppruvata
jistghu wkoll jkunu ntuzati. Mitejn u hamsa u ghoxrin pl ta’ kultura ta’ sustanza li tghum
fil-wic¢ putattivament infettata bil-vajrus ghandha tkun mizjuda ma’ kull wahda minn
zewg gabriet, imhallta u 225 pl ttrasferiti gewwa zewg gabriet ohra, ie. dilwit ta’ 1:5.
Zewg gabriet addizzjonali ghandhom jibqghu mhux imlagqma biex jagixxu bhala
kontrolli. Kampjuni minn kull post fejn jitrabba I-hut ghandhom ikunu ttrattati fuq platti
separati, kif ukoll il-kontroll tal-vajrus. Kontroll tal-vajrus ghandu jkun stabbilit bl-uzu ta’
izolant referenti ta’ I-ISAV.

I11.6.1.2. Platti ghandhom ikunu inkubati 14 + 2 °C u ezaminati mikroskopament ghal sebat
ijiem. Meta CPE bikri huwa osservat, jew jekk ebda CPE ma jkun osservat f'sebat ijiem, il-
pass li jmiss ghandu jkun it-twahhil.. Il-gabriet ghandhom hawnhekk ikunu mahsula bil-
PBS u mwahhla bl-inkubazzjoni ma 80 % acetun ghal 20 minuta ftemperatura tal-
kamra. Platti ghandhom ikunu mnixxfa bl-arja u mtebba’ immedjatament jew merfugha
f0sa 6 °C ghal mhux aktar minn 24 siegha qabel ma jkunu mtebba’.

11.6.1.3. Gabriet replikati ghandhom ikunu mtebba’ bl-anti-korp prodott b'mod artifi¢jali minn
klona wahda 3H6F8 lil ISAV, jew anti-korp prodott minn klona wahda iehor ta’
effettivita u specificita ppruvata, dilwit fi PBS u inkubat fi 37 + 4 °C ghal 30 minuta.
Anti-korp prodott b'mod artifi¢jali minn klona wahda ghandu jkun imnehhi u platti
mahsula tliet darbiet bi 0,05 % Tween 20 fi PBS. Ac¢idu kontra l-grieden IgG FITC dilwit
fi PBS ghandu jkun mijud fkull gabra u inkubat fi 37 + 4 °C ghal 30 minuta. Nota: id-
dilwit ta’ gruppi differenti ta’ anti-korp prodott b'mod artifi¢jali minn klona wahda u
acidu FITC ghandu jkun ottimizzati fkull laboratorju. Anti-korp ghandu jkun imnehhi u
platti ghandhom ikunu mahsula tliet darbiet bi 0,05 % Tween 20 fi PBS.

I.6.1.4. Gabriet ghandhom ikunu ezaminati immedjatament bl-uzu ta’ mikroskopju invertit
mibni ghall-mikroskopija fluworexxenti bfiltru xieraq ghall-istimulazzjoni tal-FITC.
Ezami jkun ikkunsidrat pozittiv jekk celluli fluworexxenti huma osservati.. Biex ezami
jkun validu I-kontrolli pozittivi ghandhom jirrizutaw pozittivi u l-kontrolli negattivi
ghandhom jirrizultaw negattivi.

IV. Ezaminazzjoni tal-kampjuni bi RT-PCR

IV.1. Din it-taqsima tiddeskrivi l-proceduri li huma rekwiziti ghall-amplifikazzjoni tal-PCR ta’ parti tas-segment 8 tal-genomu

ta’ I-ISAV li jista’ jkun maghmul fuq tessut tal-hut jew ISAV fkultura
IV.1.1. RNA estradizzjoni

(a) RNAlater huwa mnehhi minn kull kampjun. 1 ml ta’dH20 trattat bi DEPC-ghandu jkun mizjud
fkull tubu u tubi ghandhom ikunu centrifugati fi 13000 rpm ghal hames minuti fi 0 sa 6 °C.

(b) Is-sustanza li tghum fil-wic¢ ghandha tkun imnehhija minn kull kampjun, 800 pl TRIzol
(Invitrogen), jew reagent alternattiv li hu ppruvat i hu ta’ effika¢ja indags jew akbar, ghandu
jkun mizjud ma’ kull kampjun u tubu ta’ kontroll li jikkontjeni materjal xieraq ta’ kontroll
(400 pl dH20 jew omogenat tal-kliewi minn hut specifikat hieles mill-patogenu). Jekk
necessarju, tessuti ghandhom ikunu imharbta bippittetjar ripetut. Tubi ghandhom ikunu
inkubati ftemperatura tal-kamra ghal hames minuti. 160 pl kloroform ghandu jkun mizjud
fkull tubu u tubi ghandhom ikunu mhawda vigorozament ghal tliet minuti, imbaghad
centrifugati fi 13 000 rpm ghal 15-il minuta fi 0 sa 6 °C.

(¢) L-istrat milwiem ta’ fuq ghandu jkun imnehhi ghal 1,5 ml tubu mikrofuge mmarkat li
jikkontjeni 500 pl izopropanol u tubi ghandhom ikunu inkubati ghal ghaxar minuti ftemperatura
tal-kamra, imbaghad centrifugati fi 6500 rpm ghal 15-il minuta fi 0 sa 6 °C.
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(d) Is-sustanza li tghum fil-wic¢ ghandha tkun imnehhija u 1 ml 75 % etanol mizjud mal-pritkuna

RNA. Tubi imbaghad ghandhom ikunu ¢entrifugati fi 6500 rpm ghal hames minuti £0 sa 6 °C.

(e) Is-sustanza li tghum fil-wic¢ ghandha tkun imnehhija u t-tubi mhollija miftuha ghal

approssimattivament tliet minuti biex r-residwu ta’ l-etanol jkun jista’ jevapora. 15 ul ta’ dH20
trattat bi DEPC ghandu jkun mizjud biex tkun risospiza I-pritkuna, b'moviment brevi rotatorju
jekk hu necessarju.

(f) Spettrofotometru ghandu jkun intuzat biex tkun ikkalkulata I-koncentrazzjoni tal-RNA u l-purita

tal-kampjuni. Densitajiet Ottikali huma mizurati fi 260 u 280 nm.

(@) RNA li ghandha tkun intuzata immedjatament (l-istess gurnata), tista’ tkun temporanjament

IV.1.2. RT

merfugha f0 sa 6 °C. RNA li mhux intuzata fdaqqa ghandha tkun merfugha fi - 80 °C.

(@) Zewg lg RNA ghandhom ikunu dilwiti fi dH20 trattat bi DEPC fi 1,5 ml tubi mikrofuge. Fejn il-

koncentrazzjoni tal-RNA ta’ kampjun hija wisq baxxa biex thalli l-uzu ta’ 2 pg fir-reazzjoni ta’ I-
RT, l-ammont massimu li hu possibbli ta’ RNA ghandu jkun inkubat fi 55 sa 60 °C ghal ghaxar
minuti.

(b) Tubi li jikkontjenu RNA ghandhom imbaghad ikunu mqieghda fuq silg u reagenti RT mizjuda

biex jaghtu l-koncentrazzjonijiet finali ta” 1x baffer, 1mM dNTPs, 100 ng ezameri irregolari,
impeditur 20 U RNase u 200 U MMLV-RT fvolum totali ta’ 20 pl.

(¢) Tubi ghandhom ikunu inkubati fi 37 °C ghal siegha.

(d) ¢cDNA ghandha tkun merfugha f0 sa 6 °C sakemm mehtieg u ghandha tkun intuzata fi PCR

IV.1.3. PCR

mill-aktar fis possibbli.

(a) Hames pl ¢cDNA ghandhom ikunu mizjuda ma’ tahlita ta’ 45 pl PCR biex jaghtu I-

R

koncentrazzjonijiet finali ta’ 1x baffer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM kull dNTP, 25 pmol kull prajmer
u 1U Taq polimerejs. Primers huma ISA+ (5-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3)) (forward
primer) u ISA- (5-GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3’) (prajmer ta’ wara). Kontrolli negattivi
ghall-estrazzjoni, l-istadji ta’ RT u PCR ghandhom ikunu nkluzi.

Tubi ghandhom ikunu mqieghda gewwa termociklun ipprogrammat fi 94 °C ghal hames minuti
seqwit minn 35 cikli ta’ 94 °C ghal minuta, 55 °C ghal minuta u 72 °C ghal minuta
binkubazzjoni finali ta’ 72 °C ghal hames minuti.

Rizultati tal-PCR ghandhom ikunu stmati wara elektroforesi bl-uzu ta’ 2 % gel agariku mtebba’
bl-etidjum bromur u inkluzi sinjalatur tal-qies matul il-kampjuni u l-kontrolli negattivi mill-
istadji tal-RT u tal-PCR. Prodott wiched tal-PCR ta’ 15 5bp ghandu jkun ikkunsidrat indikattiv
tal-prezenza ta’ ISAV RNA. Kampjuni li jikkontjenu prodott wiehed addizzjonali, ta’ 310bp,
ghandu wkoll ikun ikkunsidrat li jikkontjeni ISAV RNA. Kampjuni li jaghtu prodotti multipli ta’
PCR, inkluzi mill-angas wiehed ta’ approssimattivament 155 bp, jistghu jikkontjenu ISAV RNA.
Dawn jistghu jkunu investigati iktar bl-uzu ta’ sondi ta’ DNA jew sekwenza ta’ nukleotide.

IV.1.4. Konferma ta’ PCR ta’ l-izolazzjoni ta’ I-ISAV f'kultura ta’ tessut

Jekk CPE shih sehh waqt ezami virologiku ta’ kampjuni tart-tessuti f¢elluli SHK-1, 400 pl tas-sustanza
li tghum fil-wi¢¢ ghandha tkun imnehhija mill-gabra u mqieghda fi,5 ml tubu sterili. RNA ghandha
tkun estratta minn dan il-kampjun kif imsemmi fi [I.1 u RT-PCR ghandu jkun maghmul. Jekk kulturi
minghajr CPE shih huma intuzati, is-sustanza li tghum fi-wic¢ ghandha tkun imnehhija, celluli
ghandhom ikunu mibruxa mill-wic¢ tal-gabra jew flixkun u mqieghda fi 1,5 ml tubu sterili ghall-
estazzjoni tal-RNA u RT-PCR.

IV.1.5. Konferma ta’ sonda ta’ DNA ta’ prodotti ta’ PCR

(a) L-ispecificita ta’ 155bp prodott ta’ PCR tista’ tkun stmata permezz ta’ investigazzjoni

boligonukleotide li tibridizza lil regjun tal-prodott tal-PCR, internament tal-prajmers. Prodotti ta’
PCR ghandhom ikunu suggetti ghall-elektroforesi fi 1 % gel agariku matul senjalaturi tal-gies u
kontrolli pozittivi u l-kontrolli negattivi mill-istadji ta’ RT u PCR.
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DNA ghandu jkun ixxugat fin-Nofsinhar fuq membrana u l-oligonukeotide immarkat (5'-

g J g q 4
CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGA AGGTG-3)) ghandu jkun inkubat mal-membrana wara
passi approprjati qabel l-ibridizzazzjoni.

(¢) Sondi mhux marbuta u mhux specifikament marbuta ghandhom ikunu mahsula mill-membrana
u sondi marbuta vizwalizzati.

(d) Sondi marbuta ma’ framment ta’ 155 bp (u 310 bp jekk prezenti) ghandhom ikunu evidenza ta’
specificita ta’ PCR u jindika li ISAV RNA kienet prezenti fil-kampjun.

IV.1.6. Sekwenzi ta’ nucleotide ta’ prodotti ta” PCR

L-ispecificita ta’ PCR tista’ tkun atmata bl-ezami tas-seckwenza tan-nukleotide ta’ 155 bp ta’ prodott ta’
PCR.

(a) Prodott ta’ PCR ghandu jkun ippurifikat minn gel jew soluzzjoni agarika.

(b) I-framment ghandu jkun sekwenzat bl-uzu ta’ l-istess prajmers li kienu wzati fil-PCR jew
prajmers vektor jekk ikklonati fvektor qabel is-sekwenza.

(¢) Is-sekwenza tan-nukleotide ghandha tkun imgabbla ma’ dawk ghall-ISAV segment 8 disponibbli
fil-bazi tad-data fis-sekwenza tan-nukleotide EMBL (numri ta’ adezjoni Y10404, AJ012285,
AJ242016).

(d) Prezenza ta’ sekwenza li tikkorrispondi ghal dik ta’ I-ISAV segment 8 hija evidenza li I-kampjun
kien jikkontjeni ISAV RNA.

V. Ezami ta’ marki tal-kliewi bl-IFAT

V.1

V.2

V.3.

Il-protokoll lo gej gie imwaqqaf ghall-ezami ta’ mark ital-kliewi bI-IFAT.

Preparazzjoni u ttebbar tal-marki

V.2.1. L-islajds ghandhom ikunu mwahhla fl-acetun jew methanol/acetun (1:1) ghal tlett minuti u mnixxfa
bl-arja. Qabel ma tkun imtebba’ kull slajd ghandha tkun ezaminata u regjuni approprjati ta’ l-islajd
ghandhom ikunu ccirkoskritti b’pinna ImmEdgeTM, jew simili, u mhollija jinxfu bl-arja. L-islajds
ghandhom imbaghad ikunu mgqieghda gewwa soluzzjoni li twaqqaf (6 % halib xkumat fi PBS li
jikkontjeni 0,25 Tween 20) u nkubati b'agitazzjoni gentili ghal 30 minuta ftemperatura tal-kamra.
Kull slaid ghandha tkun ixxuttata u mqieghda orizzontalment fkaxxa ta’ l-islajds li tikkontjeni karta
assorbenti imxarba biex tinzamm atmosfera umida.

V.2.2. Kull marka ghandha tkun mghottija b’soluzzjoni ta” anti-korp prodott minn klona wahda 3H6F8 lil
ISAV (jew anti-korp iehor ta’ specificita’ u effikacja ppruvata) u l-kaxxa ta’ l-islajd ghandha tkun
maghluga u inkubata b'agitazzjoni ghal 60 minuta ftemperatura tal-kamra. L-anti-korp ghandu
mormalment ikun dilwit 1:10 sa 1:100 gewwa 1 % halib xkumat imma huwa necessarju li d-dilwit
reali jkun iddeterminat ghal kull grupp. L-islajds ghandhom ikunu mahsula tliet darbiet ghal Zewg
minuti fi PBS li jikkontjeni 0,1 % Tween 20. Kull marka ghandha tkun moghttija b’soluzzjoni li
tikkontjeni acidu FITC moghoz kontra l-grieden dilwit 1:1000 fi 1 % halib xkumat u nkubata
fambjent umidu ghal 60 minuta ftemperatura tal-kamra. L-islajds ghandhom ikunu mahsula tlett
darbiet ghal Zewg minuti fi PBS li jikkontjeni 0,1 % Tween 20. Kull slajd ghandha tkun mghottija
b’'soluzzjoni CITIFLUORTM (500 ul CITIFLUORTM mhallta bi 1,5 ml 0,1 % (v/v) Tween 20 fi PBS)
jew mezz approprjat iechor li jimmonta ghal 10 minuti. L-islajds ghandhom ikunu mahsula tliet
darbiet fi PBA li jikkontjeni 0,1 % Tween 20. Jekk tebgha opposta hija mehtiega, kull marka tista’
tkun moghttija bil-jodur tal-propidjum (0,01 mg/ml) fi PBS li jikkontjeni 0,1 % Tween 20 u nkubata
ghal tlett minuti ftemperatura tal-kamra. L-islajds ghandhom ikunu mahsula tlett darbiet ghal zZewg
minuti fi PBS li jikkontjeni 0,1 % Tween 20. Slajds ghandhom ikunu mbattla u mmuntati fi
CITIFLUORTM jew mezz approprjat ichor ta’ limmuntagg. Slajds ghandhom ikunu merfugha fid-
dlam fi 4 °C gabel l-ezami mikroskopiku.

Ezami bl-uzu ta’ mikroskopija fluworexxenti

Kull slajd ghandha tkun ezaminata fuq mikroskopju approprjat ghall-illuminazzjoni epi-fluworexxenti, bl-
uzu ta’ filter approprjat li jistimula FITC, u jgieghluh jarmi fluworexxenza hadra karratteristika. Is-sezzjonijiet
kollha fir-regjuni definiti bil-pinna ImmEdgeTM ghandhom ikunu ezaminati taht objettiv x10 u x20 u zoni
suspetti (dawk li juru fluworexxenza hadra) ghandhom ikunu ezaminati taht objettiv x40 u illuminazzjoni
fazi/fluworexxenti biex ikun zgurat li t-tbajja fluworexxenti huma asso¢jati mac-celluli. Il-kordinati ta’ 1-
istadju ghar-regjuni suspetti ghandhom ikunu rregistrati ghall-konferma aktar tard tan-natura tal-
fluworexxenza minn ezaminatur sekondarju. Wara ezami mil-lettur primarju l-islajds li huma pozittivi jew
suspetti ghandhom ikunu re-ezaminati mil-lettur sekondarju u r-rizultati kkonfermati.
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V.4. Kontrolli

V.4.1. Tliet tipi ta’ kontroll ghandhom ikunu inkluzi ma’ kull grupp ta’ slajds imtebba’ ghall-IFAT:
— marka tal-kilwa minn salamun Atlantiku mhux infettat (kontroll negattiv),

— kulturi ta’ celluli SHK-1 li mhux infettati jew kulturi ohra ta’ celluli suxxettibbli, (kontroll
negattiv),

— Kulturi ta’ celluli SHK-1 infettati bI-ISAV jew kulturi ta’ ¢elluli ohra suxxettibbli (kontroll posittiv).

V.4.2. Jekk disponibbli, marka tal-kilwa minn Salamun Atlantiku nfettat bl-ISAV hija rrakkomandata bhala
kontroll pozittiv addizzjonali.

V.4.3. Jekk rizultat pozittiv ikun miksub permezz ta’ kwalunkwe kontroll negattiv l-ezami huwa kkunsidrat
invalidu ghall-islajds kollha fdak il-grupp. Jekk l-islajds kollha fdak il-grupp, inklusi l-kontrolli
posittivi, huma negattivi l-ezami huwa kkunsidrat invalidu ghall-islajds kollha fdak il-grupp. Fkazijiet
fejn il-falliment tal-kontrolli tinvalida grupp ta’ slajds, dawk is-slajds ghandhom ikunu mkissra u
ezami iehor ghandu jkun maghmul bl-uzu tal-marki duplikati.

V.5. Ezami ta’ tessuti ohra

Din it-teknika tista’ tkun applikata fuq tessuti ohra ta’ hut bhalma huma l-fwied, il-milsa u l-qalb li tipprovdi
kwantita ragonevoli ta’ celluli endotelji, lewkociti jew limfociti li jistghu jkunu depozitati fuq is-slajd. ytes
can be deposited on the slide. Il-procedura tat-tbajja tibqa’ l-istess ghal kull tessut, izda ghal xi tessuti jista’
jkun preferibbli li jkunu eskluzi t-tbajja tal-jodur propidju bid-dipendenza fuq l-illuminazzjoni ffazijiet ghall-
identifikazzjoni tat-tipi ta’ celluli prezenti fil-marka.

VL. ISTOLOGIJA

Sezzjonijiet fil-paraffina ghandhom ikunu maqtugha fi 5 pm u mtebba’ bl-uzu ta’ hematoxilin u eosina. Kambjamenti
istologici assocjati ma’ I-ISA huma deskritti fl-edizzjoni kurrenti tal-manwal Dijanjostiku OIE ghall-mard ta’ annimali
akkwatici.

VII. Akronimi u abbrevjazzjonijiet

cDNA Acidu Deoxyribonuklejik Komplimentari

CPE Effett ¢itopatiku effect

DEPC Dietylpyrokarbonat

dNTP Deoxynukleotide trifosfat

FITC Fluorescein isothiocyanate

IF Immunofluworexxenza

IFAT Ezami indirett ta’ anti-korp fluworexxeti

OIE Uffic¢ju internazzjonali ta’ l-epizoti

IPN(V) Nekrosi pankraeatika infettiva (vajrus)

ISA(V) Anemija infettiva tas-salamun (vajrus)

PBS Soluzzjoni ta’ ilma u melh ibbafferjata bil-fosfat
RNA Acidu ribonuklejiku

RT-(PCR) Reverse transcriptase(polimerejs mesnslin f'sekwenza molekulari)
SHK-1 C Celluli tas-salamun tar-ras u tal-kliewi

TCID;, Doza ta’ kultura tat-tessut infettiva fil-50 % punt ta’ l-ahhar



