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II

(Atos ndo legislativos)

DECISOES

DECISAO DE EXECUCAO (UE) 2015/1554 DA COMISSAO
de 11 de setembro de 2015

que estabelece normas de execugio da Diretiva 2006/88/CE no que se refere aos requisitos de
vigilincia e aos métodos de diagnéstico

[notificada com o nilmero C(2015) 6188]

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,
Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido Europeia,

Tendo em conta a Diretiva 2006/88/CE do Conselho, de 24 de outubro de 2006, relativa aos requisitos zoossanitérios
aplicdveis aos animais de aquicultura e produtos derivados, assim como a prevencdo e a luta contra certas doengas dos
animais aqudticos ('), nomeadamente o artigo 49.°, n.° 3, o artigo 50.°, n.° 4, o artigo 57.°, alinea b), e o artigo 61.°,
n.e 3,

Considerando o seguinte:

(1) A Diretiva 2006/88/CE estabelece as medidas de prevencdo minimas para a vigilancia e a dete¢do precoce nos
animais aqudticos das doencas constantes do seu anexo IV (as «doencas enumeradas») e as medidas de luta a
aplicar em caso de suspeita de surto de uma das doencas enumeradas. Também estabelece os requisitos
necessarios para alcangar o estatuto de indemnidade para os Estados-Membros ou para as respetivas zonas ou
compartimentos.

(2) A erradicacdo das doengas enumeradas e a obtengdo do estatuto de indemnidade para um Estado-Membro, zona
ou compartimento deve basear-se nos mesmos principios e seguir a mesma abordagem cientifica por toda a
Unido. Por esse motivo, é necessdrio estabelecer, ao nivel da Unido, requisitos especificos para os sistemas de
erradicacdo e vigilincia bem como para os métodos de amostragem e diagnéstico a utilizar pelos Estados-
-Membros a fim de obter o estatuto de indemnidade para a totalidade de um Estado-Membro ou para uma sua
zona ou compartimento.

(3)  Os exames laboratoriais a efetuar em caso de suspeita ou confirmagio da presenca das doencas enumeradas
devem ser os mesmos ao nivel da Unido e devem obedecer aos mesmos padrdes e protocolos cientificos. Em
conformidade com a Diretiva 2006/88|CE, é necessirio estabelecer métodos de diagndstico e procedimentos
especificos a utilizar pelos laboratérios designados para o efeito pelas autoridades competentes dos Estados-
-Membros.

(4) O Cbdigo Sanitirio para os Animais Aqudticos adotado pela Organizagdo Mundial da Satide Animal (OIE)
(«Cddigo Sanitdrio Aqudtico») estabelece normas para a melhoria da satide dos animais aquéticos e do bem-estar
dos peixes de aquicultura em todo o mundo, incluindo normas para o comércio internacional seguro de animais
aqudticos e respetivos produtos. Varios capitulos do Cdédigo Sanitirio Aqudtico contém recomendagdes sobre a
utilizagdo de determinados testes de diagndstico. Esses testes, providenciados pela OIE, estdo estabelecidos no
Manual de Testes de Diagndstico para os Animais Aqudticos da OIE («Manual Aquético»). A fim de assegurar que
os requisitos da Unido em matéria de diagndstico de doengas dos animais aqudticos sdo coerentes com as normas
internacionais, as regras previstas na presente decisio devem atender as normas e recomendagdes do Cddigo
Sanitdrio Aqudtico.

(') JOL 328 de 24.11.2006, p. 14.
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(5) A este respeito, para muitas das doencas enumeradas, o0 Manual Aqudtico contém vérios testes e procedimentos a
usar nos exames laboratoriais. No sentido de uniformizar a base cientifica para o trabalho de diagnéstico das
doengas enumeradas ao nivel da Unido, é necessdrio fazer uma escolha de entre os testes de diagndstico e os
procedimentos recomendados pela OIE e especificar quais os testes obrigatorios no exame laboratorial para
efeitos dos programas de vigildncia e para excluir a suspeita ou confirmar a presenga das doengas enumeradas.
Afigurando-se que também serdo necessdrios métodos e procedimentos alternativos em determinados casos,
devem proporcionar-se descricdes e algumas explicagdes cientificas para decidir quando e como aplicar os
métodos alternativos. Tal é particularmente necessdrio para os procedimentos de diagnéstico mais detalhados.

(6)  Para produzir resultados de diagndstico precisos e reprodutiveis, ¢ importante que os procedimentos e protocolos
detalhados a utilizar sejam validados de acordo com as normas de qualidade pertinentes referidas no anexo VI,
parte I, da Diretiva 2006/88/CE. Para muitos dos métodos de diagnéstico referidos na presente decisdo, a
utilizagdo de kits de teste comerciais constitui uma parte necessdria dos protocolos de diagndstico e esses kits de
teste foram validados em testes de acreditacdo pelos laboratérios de referéncia da Unido Europeia (LRUE) para as
doengas respetivas. A bem da certeza juridica, os nomes comerciais desses kits de teste comerciais validados
devem ser referidos na presente decisdo.

(7)  Para determinados Estados-Membros, pode ser dificil atingir o estatuto de indemnidade para a totalidade do pais
ou para uma sua zona ou compartimento no respeitante a uma ou vdrias das doengas enumeradas. Nessas cir-
cunstancias, o Estado-Membro pode ndo desejar obter ou recuperar o estatuto de indemnidade das doencas
enumeradas. As medidas minimas de controlo a aplicar quando o Estado-Membro em causa ndo desejar obter ou
recuperar o estatuto de indemnidade devem ser as mesmas em toda a Unido e obedecer aos mesmos critérios. E
pois necessdrio, em conformidade com a Diretiva 2006/88/CE, estabelecer normas pormenorizadas para o
confinamento dessas doencas enumeradas e requisitos minimos para o levantamento das medidas de
confinamento.

(8) A Decisio 2001/183/CE da Comissdo (') estabelece os requisitos relativos aos planos de amostragem e aos
métodos de diagndstico para a detecdo e a confirmacdo da necrose hematopoiética infeciosa e da septicemia
hemorrégica viral, que fazem parte das doencas enumeradas. A Decisdo 2003/466/CE da Comissdo (} estabelece
os requisitos relativos aos planos de amostragem e aos métodos de diagndstico para a dete¢do da anemia
infeciosa do salmdo, bem como os critérios de defini¢do de zonas e vigilincia oficial na sequéncia da suspeita ou
confirmacio da presenga dessa doenca. A Decisdo 2002/878/CE da Comissdo (*) estabelece os requisitos relativos
aos planos de amostragem e aos métodos de diagnéstico para a detecio e a confirmagio das doencas dos
moluscos Bonamiose e Marteiliose. A fim de atualizar os requisitos, essas trés decisdes devem ser substituidas
pela presente decisio. Consequentemente, devem ser revogadas as Decisdes 2001/183/CE, 2002/878/CE e
2003/466CE.

(9)  Uma vez que determinados Estados-Membros necessitam de tempo para a atualizagdo dos seus laboratérios
nacionais de referéncia a fim de dar cumprimento aos requisitos da presente decisdo, a mesma deve ser aplicavel
a partir de 1 de abril de 2016.

(10) As medidas previstas na presente decisio estio em conformidade com o parecer do Comité Permanente dos
Vegetais, Animais e Alimentos para Consumo Humano e Animal,

ADOTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1.0
Objeto

A presente decisdo estabelece normas para:

a) a vigilancia, o estabelecimento de zonas-tampdo, a amostragem e os métodos de diagndstico a aplicar pelos Estados-
-Membros no ambito do estatuto sanitirio dos Estados-Membros ou das suas zonas ou compartimentos para as
doencas dos animais aqudticos ndo exdticos enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE (as «doengas
enumeradas»);

(") Decisdo 2001/183/CE da Comissdo, de 22 de fevereiro de 2001, que estabelece os planos de amostragem e os métodos de diagnéstico
para detegdo e confirmacio de certas doencas dos peixes e revoga a Decisdo 92/532/CEE (JOL 67 de 9.3.2001, p. 65).

(*) Decisdo 2003/466/CE da Comissdo, de 13 de junho de 2003, que estabelece critérios de defini¢do de zonas e vigilancia oficial na
sequéncia da suspeita ou confirmagio da ocorréncia de anemia infeciosa do salméo (ISA) JO L 156 de 25.6.2003, p. 61).

(*) Decisdo 2002/878/CE da Comissdo, de 6 de novembro de 2002, que estabelece planos de colheita de amostras e métodos de diagnéstico
para a detegdo e a confirmacdo da Bonamiose (Bonamia ostreae) e da Marteiliose (Marteilia refringens) nos moluscos (JO L 305 de
7.11.2002, p. 57).
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b) os métodos de diagnéstico a utilizar nos exames laboratoriais em caso de suspeita ou confirmagdo da presenca das
doencas enumeradas; e

¢) as medidas minimas de controlo a aplicar em caso de suspeita ou confirmagio de uma das doengas enumeradas num
Estado-Membro, zona ou compartimento ndo declarado indemne da doenga enumerada em causa.

Artigo 2.0
Definices

Para efeitos da presente decisdo, entende-se por:

a) «Septicemia hemorragica viral» («SHV»), uma doenga causada pelo virus da septicemia hemorrdgica viral (VSHV),
também conhecido como virus Egtved, pertencente ao género Novirhabdovirus, da familia Rhabdoviridae;

b) «Necrose hematopoiética infeciosa» (<NHI»), uma doenca causada pelo virus da necrose hematopoiética infeciosa
(VNHI), pertencente ao género Novirhabdovirus, da familia Rhabdoviridae;

¢) «Herpesvirose da carpa koi» ((HCK»), uma doenga causada pelo herpesvirus da carpa koi, pertencente a familia
Alloherpesviridae. O seu nome cientifico é herpesvirus 3 ciprinideo (CyHV-3);

d) «Anemia infeciosa do salmdo» (<AlS»), uma doenga causada por uma infe¢do com o virus da anemia infeciosa do
salmdo (VAIS) com supressdo da regido altamente polimérfica (HPR), pertencente ao género Isavirus, da familia
Orthomyxoviridae;

e) «Infecdo por Marteilia refringens», uma doenga causada por uma infecio com o protozodrio Marteilia refringens da
ordem Paramyxida;

f) «nfecio por Bonamia ostreaer, uma doenca causada por uma infe¢do com o protozodrio haplosporidio Bonamia
ostreae;

g) «Doenga da mancha branca» ((DMB»), uma doenga causada pelo virus da sindrome da mancha branca (VSMB), um
virus com dupla cadeia de ADN pertencente ao género Whispovirus, da familia Nimaviridae.

Artigo 3.0
Requisitos minimos para os programas de erradicagdo e vigilincia

Os Estados-Membros devem garantir o respeito das regras relativas aos programas de vigilancia e erradicacio, as zonas-
-tampdo, a amostragem e aos métodos de diagndstico estabelecidos no anexo I, bem como aos métodos especificos e
procedimentos detalhados estabelecidos no anexo II, quando da concessdo, retirada ou recuperagio do estatuto de
indemnidade para um Estado-Membro ou uma sua zona ou compartimento no respeitante a uma ou mais das doencas
enumeradas.

Artigo 4.
Requisitos minimos para os métodos de diagndstico e os procedimentos especificos

Os Estados-Membros devem garantir o respeito dos métodos de controlo estabelecidos no anexo I e dos métodos
especificos de diagndstico e procedimentos detalhados estabelecidos no anexo II quando da realizagio dos exames
laboratoriais para confirmar ou excluir a presenga de uma doenga enumerada.

Artigo 5.0

Medidas minimas de controlo para o confinamento das doencas enumeradas e requisitos minimos para o
levantamento das medidas de confinamento nos Estados-Membros, zonas ou compartimentos nio declarados
indemnes de doencas enumeradas

Os Estados-Membros devem garantir o respeito das medidas minimas de controlo e dos requisitos minimos para o
levantamento das medidas de confinamento estabelecidas no anexo I quando da aplicagdo de medidas de controlo e do
levantamento de medidas de confinamento relativamente a uma ou mais das doencas enumeradas num Estado-Membro
ou numa sua zona ou compartimento ndo declarado indemne das doengas enumeradas em causa.
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Artigo 6.°
Revogacoes

Sdo revogadas as Decisdes 2001/183/CE, 2002/878/CE e 2003/466/CE.

Artigo 7.°
Data de aplicacdo

A presente decisdo é aplicdvel a partir de 1 de abril de 2016.

Artigo 8.
Destinatarios

Os destinatarios da presente decisdo sdo os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 11 de setembro de 2015.

Pela Comissdo
Vytenis ANDRIUKAITIS

Membro da Comissdo
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ANEXO 1

VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO

[. Introducio
O presente anexo estabelece:

a) requisitos para os programas de erradicacdo e vigilancia, tal como se estabelece no artigo 44. da Diretiva
2006/88/CE, bem como para os métodos de amostragem e de diagnéstico a utilizar para declarar o estatuto de
indemnidade de Estados-Membros, suas zonas ou compartimentos, tal como se estabelece no capitulo VII da
referida diretiva;

b) métodos de amostragem e diagndstico a utilizar nos exames laboratoriais em caso de suspeita e para a
confirmacio da presenca das doengas ndo exdticas enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE (as
«doengas enumeradas»), tal como se estabelece no artigo 28.°, alinea a), e no artigo 57.°, alinea b), da referida
diretiva;

¢) medidas de confinamento a aplicar em caso de confirmacdo da presenca de uma das doencas enumeradas, tal
como se estabelece no artigo 39.° da Diretiva 2006/88/CE, bem como medidas a aplicar para obter o estatuto
sanitdrio da categoria Il por um Estado-Membro, zona ou compartimento que detém o estatuto sanitdrio da
categoria V.

Os requisitos estabelecidos no presente anexo abrangem as seguintes doencas enumeradas:
1. | Septicemia hemorragica viral (SHV) Parte 1
2. | Necrose hematopoiética infeciosa (NHI) Parte 1
3. | Herpesvirose da carpa koi (HCK) Parte 2
4. | Anemia infeciosa do salmio (AIS) Parte 3
5. | Infe¢do por Marteilia refringens Parte 4
6. | Infe¢do por Bonamia ostreae Parte 5
7. | Doenca da mancha branca (DMB) Parte 6

II. Defini¢des
Para efeitos dos anexos I e II, entende-se por:

a) «Compartimento continental», uma ou virias exploragdes situadas na parte continental de um ou varios Estados-
-Membros, constituindo um sistema comum de biosseguranca e contendo uma populagio de animais aquéticos
com um estatuto sanitario distinto no respeitante a uma determinada doenca;

b) «Explora¢do continental», uma explora¢do com animais de aquicultura situada na parte continental do territorio
de um Estado-Membro;

¢) «Zona continental», uma drea geogréfica definida, situada na parte continental de um ou vdrios Estados-Membros,
com um sistema hidrolégico homogéneo, que compreende partes de uma bacia hidrografica desde a(s) nascente(s)
até uma barreira natural ou artificial que impega a migragdo, para montante, dos animais aqudticos a partir das
zonas inferiores da bacia hidrogrifica; uma bacia hidrogrifica completa desde a(s) nascente(s) até ao respetivo
estudrio; ou mais de uma bacia hidrogréfica, incluindo os respetivos estudrios, devido ao nexo epidemioldgico
entre bacias hidrogréficas através do estudrio;
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d) «Exploracdo oficialmente declarada como infetada», uma exploracdo com animais aqudticos onde a autoridade

competente confirmou a presenga de uma ou vdrias doengas enumeradas, em conformidade com o artigo 28.°,
alinea a), o artigo 29.° e o artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE.

e) «Exploracdo em contacto», uma exploracio com animais aquéticos relativamente & qual estd provado ou existem

fortes suspeitas de que foi contaminada por material infeccioso em proveniéncia de uma explora¢do oficialmente
declarada como infetada.

PARTE 1

VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO DA SEPTICEMIA HEMORRAGICA VIRAL (SHV) E DA NECROSE HEMATO-

L2.1.

POIETICA INFECIOSA (NHI)

Requisitos para os programas de vigilincia e erradicagio destinados a obter e manter o estatuto de indemnidade de
SHYV e de NHI e medidas de confinamento para essas doengas

Requisitos gerais para as inspegdes sanitdrias e para a amostragem da SHV e da NHI:

a) as inspecdes sanitdrias e, se for caso disso, a amostragem, devem efetuar-se na época do ano em que a
temperatura da dgua ¢é inferior a 14 °C ou sempre que a temperatura da dgua seja suscetivel de atingir o seu
valor mais baixo anual;

b) sempre que seja necessdrio efetuar uma vigilancia orientada em populacdes selvagens, de acordo com o
anexo V, parte I, ponto 2, segundo paragrafo, da Diretiva 2006/88/CE, o niimero e a distribui¢do geografica
dos pontos de amostragem devem ser determinados por forma a obter uma cobertura razoavel do Estado-
-Membro, da zona ou do compartimento. Os pontos de amostragem devem ser representativos dos
diferentes ecossistemas onde se localizam as populagdes selvagens das espécies sensiveis;

¢) sempre que as exploragdes ou as populacdes selvagens devam ser submetidas a inspecdes sanitdrias ou a
amostragem mais do que uma vez por ano, o tempo que medeia entre as inspecdes sanitdrias e entre as
colheitas de amostras deve ser o maior possivel, com um minimo de quatro meses, tendo em conta os
requisitos de temperatura da alinea a);

d) todas as unidades de producio, como lagos, tanques e gaiolas de rede, devem ser submetidas a inspegdes
sanitdrias para detetar a presenca de peixes mortos, fracos ou com um comportamento anormal. Deve ser
dada especial atencdo a zona de escoamento da dgua, onde os peixes fracos tém tendéncia a acumular-se
devido ao fluxo de dgua;

e) as amostras de peixes de espécies sensiveis devem ser selecionadas do seguinte modo:

i) se a truta arco-iris estiver presente, s6 devem ser selecionados peixes dessa espécie, a menos que estejam
presentes outras espécies sensiveis que exibam sinais tipicos de SHV ou de NHI; se a truta arco-iris ndo
estiver presente, a amostra deve ser representativa de todas as espécies sensiveis presentes,

ii) no caso de estarem presentes peixes fracos, com um comportamento anormal ou mortos recentemente,
mas ndo em decomposicdo, é necessdria a sua inclusio na amostra; se for utilizada mais do que uma
fonte hidrica na producio de peixe, devem estar presentes na amostra peixes representativos de todas as
fontes hidricas,

iii) os peixes selecionados devem ser recolhidos de modo a fornecer uma representagio proporcional na
amostra de todas as partes da exploragdo, bem como de todas as classes anuais.

Requisitos especificos para a obten¢do do estatuto sanitirio de indemnidade (categoria I) no que respeita a SHV
e a NHI

Programas de vigilancia:

a) um Estado-Membro, uma zona ou um compartimento que detém o estatuto sanitirio de categoria III, tal
como referido no anexo III, parte B, da Diretiva 2006/88/CE, no que respeita & SHV, a NHI ou a ambas, pode
alcancar o estatuto sanitdrio da categoria I em relagdo a essas doencas se todas as exploragdes com espécies
sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da referida diretiva, nesse Estado-Membro, zona ou compar-
timento, cumprirem os requisitos estabelecidos no anexo V da mesma diretiva e todas essas exploragdes bem
como, quando exigido pelo anexo V, parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, da mesma diretiva, os pontos de
amostragem em populagdes selvagens, selecionados de acordo com essa parte, tenham sido sujeitos a um dos
seguintes programas de vigilancia:
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[.2.2.

[.2.2.1.

i) modelo A — programa de vigilancia bienal:

As exploracdes ou os pontos de amostragem devem ter sido submetidos a inspegdes sanitarias e colheita
de amostras por um periodo minimo de dois anos consecutivos, como estabelecido no quadro 1.A da
seccao II.

Durante esse periodo de dois anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagnéstico estabe-
lecidos no ponto I1.2 deve ter produzido resultados negativos para a SHV, a NHI ou para ambas, e
qualquer suspeita de SHV, NHI ou de ambas deve ter sido excluida de acordo com os métodos de
amostragem e diagnéstico estabelecidos no ponto I3,

ii) modelo B — programa de vigilancia quadrienal com amostras de dimensdo reduzida:

As exploracdes ou os pontos de amostragem devem ter sido submetidos a inspegdes sanitdrias e colheita
de amostras por um periodo minimo de quatro anos consecutivos, como estabelecido no quadro 1.B da
seccao II.

Durante esse periodo de quatro anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagndstico
estabelecidos no ponto I1.2 deve ter produzido resultados negativos para a SHV, a NHI ou para ambas, e
qualquer suspeita de SHV, NHI ou de ambas deve ter sido excluida de acordo com os métodos de
amostragem e diagnéstico estabelecidos no ponto IL.3;

b) se, no decurso da aplicacdo do programa de vigilancia referido na alinea a), se confirmar, numa exploragio
incluida nesse programa de vigildncia, uma infecio com SHV, NHI ou ambas, tendo portanto sido retirado a
exploragdo o estatuto sanitdrio de categoria II, a exploragdo pode recuperar imediatamente esse estatuto e
continuar a aplicar o programa de vigilincia a fim de obter o estatuto de indemnidade sem aplicar um
programa de erradicagio, tal como estabelecido no ponto 1.2.2, se cumprir as seguintes condigdes:

i) ¢ uma exploragdo continental cujo estatuto sanitdrio referente a SHV, a NHI ou a ambas ¢ independente
do estatuto sanitdrio das populacdes de animais aquaticos nas dguas naturais circundantes relativamente a
essas doengas enumeradas, em conformidade com o anexo V, parte II, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE,

ii) ¢é esvaziada, limpa, desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio, cuja duracdo minima € de seis semanas,

iiij) é repovoada com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto
sanitdrio de categoria I no respeitante a SHV, a NHI ou a ambas.

Programas de erradicacdo
Requisitos gerais

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com um estatuto sanitdrio de categoria V no que respeita a SHV,
a NHI ou a ambas pode alcangar o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essas doengas se todas as
exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-
-Membro, zona ou compartimento tiverem sido sujeitas a um programa de erradicacio conforme com as
alineas a) a e):

a) devem ter sido aplicadas com eficicia as medidas minimas de controlo estabelecidas no capitulo V, sec¢io 4,
da Diretiva 2006/88/CE e deve ter sido estabelecida, na vizinhanga da ou das exploragdes oficialmente
declaradas como infetadas com SHV, NHI ou ambas, uma zona de confinamento, como se refere no
artigo 32.°, alinea b), da referida diretiva, incluindo uma zona de protecio e uma zona de vigilancia.

A zona de confinamento deve ter sido definida caso a caso atendendo a fatores que influenciam os riscos de
propagagdo das doencas enumeradas aos peixes de criacdo e selvagens, tais como: o ndmero, a taxa e a
distribui¢do da mortalidade dos peixes na exploragio infetada com SHV, NHI ou ambas; a distincia em
relagdo as exploracdes vizinhas e a densidade populacional das mesmas; a proximidade com matadouros; as
exploragdes em contacto; as espécies presentes nas exploragdes; as prdticas de criacio aplicadas nas
exploragBes afetadas e nas exploragBes vizinhas; as condi¢des hidrodinamicas e outros fatores identificados
com significancia a nivel epidemioldgico.
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Para o estabelecimento das zonas de protecdo e vigilancia, devem aplicar-se os requisitos minimos seguintes
no que respeita a demarcacio geografica dessas zonas:

i) deve estabelecer-se uma zona de protecio na vizinhanga imediata de uma exploragio oficialmente
declarada como infetada com SHV, NHI ou ambas, que deve corresponder a:

1) em zonas costeiras: uma drea inscrita num circulo de raio minimo igual a uma excursdo de maré, ou
de, pelo menos, 5 km, consoante a distincia que for maior, centrado na exploragdo oficialmente
declarada como infetada com SHV, NHI ou ambas, ou uma drea equivalente determinada em fungio
de dados hidrodindmicos ou epidemiolégicos adequados;

2) em zonas interiores: a totalidade da bacia hidrogrifica da exploragdo oficialmente declarada como
infetada com SHV, NHI ou ambas; a autoridade competente pode limitar a extensio da zona a partes
da bacia hidrogréfica ou a drea da exploragdo, desde que a prevengdo da propagacdo da SHV, da NHI
ou de ambas ndo fique comprometida,

ii) a autoridade competente deve estabelecer uma zona de vigilancia no exterior da zona de protegdo, que
deve corresponder a:

1) em zonas costeiras: uma drea que circunda a zona de protecdo, com sobreposicio de zonas de
excursdo de maré; ou uma drea que circunda a zona de protegdo, inscrita num circulo com 10 km de
raio a partir do centro da zona de protecdo; ou uma drea equivalente determinada em fungdo de dados
hidrodindmicos ou epidemioldgicos adequados;

2) em zonas interiores: uma 4rea alargada no exterior da zona de protecdo estabelecida;

b) todas as exploracdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE
situadas dentro da zona de protecdo e ndo oficialmente declaradas como infetadas com SHV, NHI ou ambas
devem ser sujeitas a uma investigac¢do oficial que inclua pelo menos os seguintes elementos:

i) a colheita de amostras para andlise de 10 peixes, quando se observarem sinais clinicos ou post mortem
compativeis com a infe¢do com SHV, NHI ou ambas, ou de, pelo menos, 30 peixes quando nio forem
observados aqueles sinais clinicos ou post mortem,

ii) uma inspegdo sanitdria nas exploragdes onde as andlises referidas na subalinea i) tenham produzido
resultados negativos; as inspe¢des sanitdrias devem continuar a realizar-se uma vez por més durante o
periodo em que a temperatura da dgua ¢é inferior a 14 °C, exceto quando os tanques ou as gaiolas de rede
estiverem cobertos com gelo, até que a zona de protecio seja retirada em conformidade com o
ponto 1.2.2.1, alinea c);

¢) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com SHV, NHI ou ambas devem ser esvaziadas,
limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitirio. A duracdo minima do vazio sanitdrio é de seis semanas.
Quando todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas na mesma zona de protecio forem
esvaziadas, devem realizar-se pelo menos trés semanas de vazio sanitdrio sincronizado. A presente alinea
também se aplica as novas explora¢des oficialmente declaradas como infetadas durante a aplicagdo do
programa de erradicacdo.

Quando se processa o vazio sanitdrio das exploragdes oficialmente declaradas como infetadas, as zonas de
protecdo sdo convertidas em zonas de vigilancia.

A autoridade competente pode decidir requerer o esvaziamento, limpeza, desinfecdo e vazio sanitdrio de
outras exploragdes dentro das zonas de protegdo e vigilancia estabelecidas. A duragdo do periodo de vazio
sanitdrio nessas exploracdes deve ser determinada pela autoridade competente apds uma avaliagdo de riscos
€aso a caso;

d) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com SHV, NHI ou ambas, e todas as outras
exploragBes sujeitas a vazio sanitdrio dentro das zonas de protecdo e vigilincia estabelecidas, tal como
referido na alinea c), devem ser repovoadas com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou compar-
timentos com um estatuto sanitdrio de indemnidade (categoria I) no respeitante a SHV, a NHI ou a ambas.
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O repovoamento s6 deve ocorrer quando todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas
tiverem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio de acordo com o ponto 1.2.2.1,
alinea c);

e) Todas as exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE do
Estado-Membro, zona ou compartimento abrangido pelo programa de erradicagio e, quando exigida a
vigilancia nas populacdes selvagens, os pontos de amostragem selecionados de acordo com o ponto L1,
devem subsequentemente ser submetidos ao sistema de vigilancia estabelecido no ponto 1.2.1.

1.2.2.2. Requisitos para a recuperagio do estatuto de indemnidade para os compartimentos continentais que incluam
uma tnica exploragdo previamente declarada indemne de SHV, NHI ou ambas

Um compartimento continental com uma tnica exploragdo previamente declarada indemne de SHV, NHI ou
ambas, cujo estatuto sanitirio em relacio a essas doengas enumeradas seja independente das dguas naturais
circundantes, em conformidade com o anexo V, parte II, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE, e cujo estatuto
sanitdrio de categoria I tenha sido retirado em conformidade com o artigo 53.°, n.° 3, daquela diretiva, pode
recuperar o estatuto sanitdrio de categoria I imediatamente depois de a autoridade competente ter confirmado
que estdo satisfeitas as seguintes condigdes:

a) a exploragdo oficialmente confirmada como infetada com SHV, NHI ou ambas deve ter sido esvaziada, limpa,
desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio com uma durac¢do minima de seis semanas;

b) a exploracio oficialmente confirmada como infetada com SHV, NHI ou ambas foi repovoada com peixes
provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto sanitdrio de categoria I no
respeitante a SHV, a NHI ou a ambas.

L.3. Requisitos especificos para a manutengdo do estatuto sanitdrio de indemnidade (categoria I) no que respeita a
SHV, a NHI ou a ambas

Sempre que seja necessario efetuar uma vigilancia orientada a fim de manter o estatuto sanitério de categoria I,
tal como previsto no artigo 52.° da Diretiva 2006/88/CE, todas as exploragdes com espécies sensiveis
enumeradas no anexo IV, parte II, daquela diretiva no Estado-Membro, zona ou compartimento em causa devem
ser sujeitas a uma inspe¢do sanitdria e os peixes devem ser amostrados em conformidade com o quadro 1.C da
seccdo II da presente parte, tendo em conta o nivel de risco da exploracdo para a contragdo da SHV, da NHI ou
de ambas.

Ao determinar a frequéncia das inspegdes sanitdrias para os compartimentos com estatuto sanitirio de
categoria I no respeitante a SHV, a NHI ou a ambas, situados em zonas continentais onde o estatuto sanitdrio
relativo a SHV e a NHI estd dependente do estatuto sanitirio das popula¢des de animais aqudticos nas dguas
naturais circundantes, em conformidade com o anexo V, parte II, ponto 2, da Diretiva 2006/88/CE, o risco de
contra¢do de SHV, de NHI ou de ambas deve ser considerado elevado.

O estatuto de indemnidade s6 deve ser mantido enquanto todas as amostras analisadas com os métodos de
diagnéstico estabelecidos no ponto I1.2 produzirem resultados negativos para a SHV, a NHI ou ambas e qualquer
suspeita de SHV, de NHI ou de ambas for excluida recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos no
ponto IL.3.

L4, Requisitos para o levantamento das medidas de confinamento previstas no artigo 39.c da Diretiva 2006/88/CE,
designadamente a mudanga de estatuto sanitdrio da categoria V para a categoria III

Um Estado-Membro, zona ou compartimento que detém o estatuto sanitirio de categoria V relativamente a
SHYV, a NHI ou a ambas pode obter o estatuto sanitdrio de categoria Il em relacdo a essas doencas enumeradas,
desde que:

a) estejam cumpridos os requisitos estabelecidos no ponto 1.2.2.1, alineas a), b) e c). Se o vazio sanitério ndo for
tecnicamente possivel, as exploragdes em causa devem ser submetidas a uma medida alternativa que forneca
garantias quase semelhantes para a exterminagdo do VSHV, do VNHI ou de ambos do ambiente da
exploragio;

b) todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas e todas as outras explora¢des sujeitas a vazio
sanitdrio ou a medidas alternativas em conformidade com a alinea a) nas zonas de protegdo e vigildncia
estabelecidas tenham sido repovoadas com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou comparti-
mentos com um estatuto sanitdrio de categoria I, IT ou IIl no respeitante a SHV, a NHI ou a ambas;
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¢) o repovoamento s tenha ocorrido depois de todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas
terem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitirio ou a medidas alternativas em
conformidade com a alinea a).

IL. Métodos de diagnéstico e de amostragem

IL1. ()rgéos a amostrar:

O material tecidular a examinar é constituido pelo baco, o rim anterior e ainda o coracio ou o encéfalo. Ao
amostrar peixes reprodutores, pode também examinar-se fluido seminal ou ovariano.

No caso dos juvenis, os peixes inteiros com menos de 4 cm de comprimento podem ser picados com uma
tesoura ou um bisturi esterilizados apds remogdo da parte do corpo posterior a cloaca. Caso a amostra seja
constituida por peixes inteiros de comprimento compreendido entre 4 e 6 cm, deve colher-se as visceras,
incluindo os rins.

Pode agregar-se 6rgdos de um mdximo de 10 peixes.

I.2. Métodos de diagndstico para a obtencdo e a manutengdo do estatuto de indemnidade de SHV, de NHI ou de
ambas

O método de diagndstico, em conformidade com os métodos de diagndstico e procedimentos aprovados estabe-
lecidos no anexo II, parte 1, ponto I, para obter ou manter o estatuto de indemnidade de SHV, NHI ou ambas
deve ser um dos seguintes:

a) isolamento de virus em cultura celular seguido de identificagio por ensaio de imunoabsor¢io enzimdtica
(ELISA), teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT), teste de neutraliza¢do de virus ou reacdo da transcriptase
reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR); ou

b) RT-qPCR.

I.3.  Métodos de amostragem e diagndstico para excluir ou confirmar a presenca de SHV ou de NHI

Sempre que, nos termos do artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE, seja necessdrio confirmar ou excluir uma
suspeita de SHV, de NHI ou de ambas, deve cumprir-se os seguintes procedimentos de inspe¢do, amostragem e
andlise:

a) a exploracdo sob suspeita deve ser sujeita a pelo menos uma inspegdo sanitdria e devem ser amostrados
10 peixes, quando se observarem sinais clinicos ou post mortem compativeis com a infe¢do por SHV, NHI ou
ambas, ou, pelo menos, 30 peixes quando ndo forem observados aqueles sinais clinicos ou post mortem. As
amostras devem ser analisadas recorrendo a um ou vérios dos métodos de diagndstico estabelecidos nas
subalineas i) e ii) de acordo com os métodos de diagndstico e procedimentos detalhados constantes do
anexo II, parte 1, seccdo II:

i) isolamento de virus convencional em cultura celular com subsequente identificacgio do virus por via
imunoquimica ou molecular,

ii) detegdo do virus por RT-qPCR,

iii) outras técnicas de diagndstico de eficicia comprovadamente semelhante, como teste de imunofluores-
céncia indireta (IFAT), ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), RT-PCR e imuno-histoquimica (IHC);

b) considera-se confirmada a presenca de SHV se um ou mais métodos de diagndstico tiverem resultado
positivo para o VSHV. Considera-se confirmada a presenca de NHI se um ou mais métodos de diagndstico
tiverem resultado positivo para o VNHIL A confirmagdo do primeiro caso de SHV ou de NHI num Estado-
-Membro, zona ou compartimento anteriormente ndo infetado deve basear-se no isolamento de virus
convencional em cultura celular ou em RT-qPCR;

¢) a suspeita de VSHV ou VNHI ou de ambos pode ser excluida se a cultura celular ou os testes RT-gPCR ndo
revelarem provas da presenca do VSHV, do VNHI ou de ambos.
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Quadro 1.A

Sistema de vigilincia para as zonas e compartimentos para o periodo de controlo de dois anos referido no
ponto 1.2.1, alinea a), subalinea i), que precede a obtencio do estatuto de indemnidade de SHV ou NHI

Tipo de exploragdo

Namero de inspe-
¢des sanitdrias
por ano (dois

Namero de amos-
tragens por ano

Numero de peixes na amostra (1)

Ntmero de peixes em

Namero de peixes repro-

anos) (dois anos) crescimento dutores (?)

30 (primeira ou se-

a) Exploracdes com peixes re- ) ) 50 (primeira inspecao) gunda inspegao)
produtores 75 (segunda inspecdo) 0 (primeira ou se-

gunda inspecio)
b) Exploracdes unicamente ) 1 0 75 (primeira ou se-

com peixes reprodutores gunda inspecdo)

c) Exploracdes sem peixes re- ) ) 75 (%) (primeira e se- 0

produtores

gunda inspecdes)

Ntmero méaximo de peixes por agregado: 10

(") As amostras s6 podem ser colhidas decorridas trés semanas apds a transferéncia dos peixes da dgua doce para a salgada.

(3 O fluido seminal ou ovariano dos peixes reprodutores deve ser colhido na altura da maturagdo, ao fazer-se a extra¢do (stripping).

() As amostras devem ser colhidas de um nimero de peixes que assegure a detegdo do VSHV e do VNHI com um grau de confianca
de 95 % com uma prevaléncia de projeto de 5 %.

Quadro 1.B

Sistema de vigilincia com amostras de dimensdo reduzida para o periodo de controlo de quatro anos referido
no ponto L.2.1, alinea a), subalinea ii), que precede a obtengio do estatuto de indemnidade de SHV ou NHI

Tipo de exploracio

Nuamero de inspe-
¢des sanitarias
por ano

Niimero de amos-
tras por ano

Nuamero de peixes na amostra (1)

Nuamero de peixes em
crescimento

Namero de peixes repro-
dutores (%)

Primeiros dois anos do periodo

de vigilancia

a) Exploracdes com peixes re-

0 (primeira inspegdo)

0 (primeira inspegdo)

2 1
produtores 30 (segunda inspecdo) | O (segunda inspegdo)
b) Exploragdes unicamente ) 1 0 30 (primeira ou se-
com peixes reprodutores gunda inspecdo)
¢) Exploracdes sem peixes re- ) 1 30 (*) (primeira ou se- 0

produtores

gunda inspecio)

Ultimos dois anos do periodo de vigilancia

a) Exploracdes com peixes re-
produtores

30 (primeira inspegdo)

0 (segunda inspecio)

0 (primeira inspegdo)

30 (segunda inspegdo)
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, . Ntmero de peixes na amostra (')
Ntimero de inspe-

. - - o Niimero de amos-
Tipo de exploragdo ¢des sanitdrias

tras por ano Ntimero de peixes em Ntmero de peixes repro-
por ano : 2
crescimento dutores (?)
b) Exploragdes unicamente ) ) 30 (primeira e se-

com peixes reprodutores gunda inspecdes)

c) Exploracdes sem peixes re-
produtores

30 (}) (primeira e se-
gunda inspecdes)

Ntmero maximo de peixes por agregado: 10

(") As amostras s6 podem ser colhidas decorridas trés semanas apds a transferéncia dos peixes da dgua doce para a salgada.

(® O fluido seminal ou ovariano dos peixes reprodutores deve ser colhido na altura da maturagdo, ao fazer-se a extracgdo (stripping).

(}) As amostras devem ser colhidas de um ndmero de peixes que assegure a detecdo do VSHV e do VNHI com um grau de confianca
de 95 % com uma prevaléncia de projeto de 10 %.

Quadro 1.C

Sistema de vigilincia para as zonas e compartimentos destinado a manter o estatuto de indemnidade de SHV
ou NHI, tal como referido no ponto L3

Nivel de risco Numero de inspe¢des sanitdrias Numero de peixes na amostra ()
Elevado 2 vezes por ano 30 ()
Médio 1 vez por ano 30 (1)
Reduzido 1 vez de 2 em 2 anos 30 (1)

Nimero médximo de peixes por agregado: 10

(') As amostras s6 podem ser colhidas decorridas trés semanas apds a transferéncia dos peixes da dgua doce para a salgada.

(®» As amostras devem ser colhidas de um nimero de peixes que assegure a detegdo do VSHV e do VNHI com um grau de confianca
de 95 % com uma prevaléncia de projeto de 10 %.

() Por cada inspecdo sanitdria, deve colher-se, no minimo, uma amostra.

PARTE 2

VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO DA HERPESVIROSE DA CARPA KOI (HCK)

L Requisitos para os programas de vigilincia e erradicagdo destinados a obter e manter o estatuto de indemnidade da
HCK e a confinar a infecio com o herpesvirus da carpa koi (HVCK)

L1. Requisitos gerais

Sempre que for exigido efetuar uma vigildncia orientada em populagdes selvagens, de acordo com o anexo V,
parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, da Diretiva 2006/88/CE, o niimero e a distribui¢do geogrifica dos pontos
de amostragem devem ser determinados por forma a obter uma cobertura razodvel do Estado-Membro, da zona
ou do compartimento. Os pontos de amostragem devem também ser representativos dos diferentes ecossistemas
onde se situam as populagdes selvagens sensiveis, nomeadamente sistemas fluviais e lagos.
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A vigilancia orientada deve basear-se na monitorizagdo regular dos locais com espécies sensiveis. Os locais
devem ser monitorizados quando a temperatura das dguas tiver alcancado niveis que favorecam o desenvol-
vimento das doencas (> 15 °C) e ndo antes de decorridas duas semanas apds a data em que essas temperaturas
foram atingidas. Todos os peixes doentes ou que exibam um comportamento anormal encontrados no local
devem ser amostrados e testados.

Sempre que possivel, devem amostrar-se os peixes mantidos por um periodo prolongado no intervalo de
temperaturas que favorece a presenca do virus, designadamente duas a trés semanas entre 15 °C e 26 °C. No
entanto, pode ser aceitdvel a seguinte abordagem:

a) colher uma subpopulagio quando da transferéncia dos tanques de inverno para os de verio e manter os
peixes na mesma massa de dgua dos tanques de verdo até que sejam atingidos os requisitos minimos de
temperatura; ou

b) colher amostras quando da captura dos peixes ou durante outras operagdes de manipulagio dos peixes
enquanto pratica normal de gestdo. Se possivel, as amostras devem ser colhidas entre 24 e 72 horas ap6s
essas praticas de gestdo a fim de melhorar as hipéteses de detecio do HVCK.

Sempre que as exploracdes ou as populacdes selvagens devam ser submetidas a inspe¢des sanitdrias ou colheita
de amostras mais do que uma vez por ano, o intervalo entre as inspecdes sanitdrias ou a colheita de amostras
deve ser o mais longo possivel dentro da estacio em que é mais provdvel que a temperatura da dgua atinja o
valor anual mais elevado, sem ultrapassar o limite de 28 °C.

Todas as unidades de producdo, como lagos e tanques, devem ser submetidas a inspe¢des sanitdrias para detetar
a presenca de peixes mortos, fracos ou com um comportamento anormal.

Quando presentes na exploragdo, devem colher-se Cyprinus carpio e os seus hibridos, tais como Cyprinus carpio x
Carassius auratus.

As amostras de peixes devem ser selecionadas do seguinte modo:

i) no caso de estarem presentes peixes fracos, com um comportamento anormal ou mortos recentemente, mas
ndo em decomposigﬁo, é necessdria a sua inclusdo na amostra;

ii) se for utilizada mais do que uma fonte hidrica na produgio de peixe, devem estar presentes na amostra
peixes representativos de todas as fontes hidricas;

iii) os peixes selecionados devem ser recolhidos de modo a fornecer uma representacio proporcional na
amostra de todas as partes da exploragdo, bem como de todas as classes anuais.

L.2. Requisitos especificos para a obtengdo do estatuto sanitdrio de indemnidade (categoria I) no que respeita 8 HCK
1.2.1. Programas de vigilancia

a) um Estado-Membro, uma zona ou um compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria Il no que
respeita @ HCK, pode alcangar o estatuto sanitdrio da categoria I se todas as exploragdes com espécies
sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE, nesse Estado-Membro, zona ou compar-
timento, cumprirem os requisitos para o estatuto de indemnidade estabelecidos no anexo V da mesma
diretiva e todas essas exploragdes bem como, quando exigido na parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, do
mesmo anexo, os pontos de amostragem em populagdes selvagens, selecionados de acordo com essa parte,
tenham sido sujeitos a um dos seguintes programas de vigilancia:

i) modelo A — programa de vigilancia bienal:

As exploragdes ou os pontos de amostragem devem ter sido submetidos a inspe¢des sanitdrias e colheita
de amostras por um periodo minimo de dois anos consecutivos, como estabelecido no quadro 2.4 da
seccgao IIL.

Durante esse periodo de dois anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagnéstico estabe-
lecidos no ponto 1.2 deve ter produzido resultados negativos para a HCK e quaisquer suspeitas dessa
doenca devem ter sido excluidas de acordo com os métodos de diagnéstico estabelecidos no ponto 1112,
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[.2.2.

[.2.2.1.

ii) modelo B — programa de vigilancia quadrienal com amostras de dimensdo reduzida:

As exploracdes ou os pontos de amostragem devem ter sido submetidos a inspe¢des sanitdrias e colheita
de amostras por um periodo minimo de quatro anos consecutivos, como estabelecido no quadro 2.B da
seccao III.

Durante esse periodo de quatro anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagnéstico
estabelecidos no ponto I1.2 deve ter produzido resultados negativos para a HCK e quaisquer suspeitas
dessa doenca devem ter sido excluidas de acordo com os métodos de diagndstico estabelecidos no
ponto IIL.2;

b) se, no decurso da aplicagio do programa de vigilincia quadrienal referido na alinea a), se confirmar, numa
exploragdo incluida nesse programa de vigilancia, uma infe¢do por HCK, tendo portanto sido retirado a
exploragdo o estatuto sanitdrio de categoria II, a exploragdo pode recuperar imediatamente esse estatuto e
continuar a aplicar o programa de vigilincia a fim de obter o estatuto de indemnidade sem aplicar um
programa de erradicagio, tal como estabelecido no ponto 1.2.2, se cumprir as seguintes condigdes:

i) é uma exploragdo continental cujo estatuto sanitdrio referente a HCK é independente do estatuto
sanitdrio das populacdes de animais aqudticos nas dguas naturais circundantes relativamente a essa
doenca enumerada, em conformidade com o anexo V, parte I, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE,

i) foi esvaziada, limpa, desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio com uma duragdo minima de seis semanas,

iii) foi repovoada com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto
sanitdrio de categoria I no respeitante a HCK.

Programas de erradicacdo
Requisitos gerais

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria V no que respeita a HCK
pode alcangar o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenga se todas as exploragdes com
espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-Membro, zona ou
compartimento tiverem sido sujeitas, pelo menos, ao seguinte programa de erradicagdo:

a) foram aplicadas com eficicia as medidas minimas de controlo estabelecidas no capitulo V, sec¢do 4, da
Diretiva 2006/88/CE e foi estabelecida, na vizinhanga da ou das exploracdes oficialmente declaradas como
infetadas com HCK, uma zona de confinamento, como se refere no artigo 32.°, alinea b), da referida diretiva,
incluindo uma zona de protegdo e uma zona de vigilancia.

A zona de confinamento deve ter sido definida caso a caso atendendo a fatores que influenciam os riscos de
propagagio de HCK aos peixes de criagdo e selvagens, tais como: o nimero, a taxa e a distribui¢do da
mortalidade dos peixes na exploragdo infetada com HCK; a distancia em relagdo as exploragdes vizinhas e a
densidade populacional das mesmas; a proximidade com matadouros; as exploragdes em contacto; as
espécies presentes nas exploracdes; as préticas de criagdo aplicadas na exploragdo afetada e nas exploragdes
vizinhas; as condi¢es hidrodinidmicas e outros fatores identificados com significancia a nivel epidemioldgico.

Para o estabelecimento das zonas de protecdo e vigilancia, devem aplicar-se os requisitos minimos seguintes
no que respeita a demarcacio geografica dessas zonas:

i) deve estabelecer-se uma zona de prote¢do na vizinhanga imediata de uma exploracdo oficialmente
declarada como infetada com HCK, que deve corresponder a totalidade da bacia hidrogrifica da
exploracio oficialmente declarada como infetada com HCK; a autoridade competente pode limitar a
extensdo da zona a partes da bacia hidrogréfica, desde que a prevencio da propagagdo da HCK nio fique
comprometida,

ii) deve estabelecer-se uma zona de vigildncia no exterior da zona de protecdo, correspondente a uma drea
alargada que circunda a zona de protegdo estabelecida;
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b) todas as exploracdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE
situadas dentro da zona de protecio e ndo oficialmente declaradas como infetadas com HCK devem ser
sujeitas a uma investigacio oficial que inclua pelo menos os seguintes elementos:

i) a colheita de amostras para andlise de 10 peixes, quando se observarem sinais clinicos ou post mortem
compativeis com a HCK, ou de 30 peixes quando ndo forem observados aqueles sinais clinicos ou post
mortem,

ii) uma inspegdo sanitdria nas exploracdes onde as andlises referidas no ponto IL2 tenham produzido
resultados negativos; as inspecdes sanitdrias devem continuar a realizar-se uma vez por més durante a
estagdo em que é mais provavel que a temperatura da dgua atinja > 15 °C, até que a zona de protecdo seja
retirada em conformidade com o ponto 1.2.2.1, alinea c);

¢) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com HCK devem ser esvaziadas, limpas,
desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio. A duragdo minima do vazio sanitdrio é de seis semanas. Quando
todas as explorac¢des oficialmente declaradas como infetadas na mesma zona de protegdo forem esvaziadas,
devem realizar-se pelo menos trés semanas de vazio sanitdrio sincronizado. A presente alinea também se
aplica as novas exploragdes oficialmente declaradas como infetadas durante a aplicagio do programa de
erradicacio.

Apbs a realizagdo do vazio sanitdrio das exploragdes oficialmente declaradas como infetadas, as zonas de
protecdo sdo convertidas em zonas de vigilancia.

A autoridade competente pode decidir requerer o esvaziamento, limpeza, desinfecio e vazio sanitdrio de
outras exploragdes dentro das zonas de protegdo e vigilancia estabelecidas. A duragdo do periodo de vazio
sanitdrio deve ser determinada pela autoridade competente ap6s uma avaliagdo de riscos caso a caso;

d) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com HCK e todas as outras exploragdes sujeitas
a vazio sanitdrio dentro das zonas de protegdo e vigilancia estabelecidas devem ser repovoadas:

i) com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto sanitdrio de
categoria I no respeitante a HCK, ou

ii) durante um periodo transitério até 31 de dezembro de 2020, com peixes provenientes de Estados-
-Membros, zonas ou compartimentos com um programa de vigilincia da HCK aprovado.

O repovoamento s6 deve ocorrer quando todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com
HCK tiverem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio de acordo com o ponto 1.2.2.1,
alinea c);

e) todas as exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo 1V, parte II, da Diretiva 2006/88/CE do
Estado-Membro, zona ou compartimento abrangido pelo programa de erradicacio e, quando exigida a
vigilancia nas populacdes selvagens, os pontos de amostragem selecionados de acordo com o ponto L1,
devem subsequentemente ter sido submetidos, pelo menos, ao programa de vigilincia estabelecido no
ponto 1.2.1.

1.2.2.2. Requisitos para a recuperagdo do estatuto de indemnidade para os compartimentos continentais que incluam
uma dnica exploracio previamente declarada indemne de HCK

Um compartimento continental com uma Unica exploracdo com o estatuto sanitdrio de categoria I no que
respeita & HCK, cujo estatuto sanitdrio em relagdo a HCK seja independente das dguas naturais circundantes, em
conformidade com o anexo V, parte II, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE, e cujo estatuto sanitdrio de categoria I
tenha sido retirado em conformidade com o artigo 53.°, n.o 3, daquela diretiva, pode recuperar o estatuto
sanitdrio de categoria I em relagdo a HCK imediatamente depois de a autoridade competente ter confirmado que
estdo satisfeitas as seguintes condi¢des:

a) foi esvaziada, limpa, desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio com a duragio minima de seis semanas;

b) foi repovoada com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto
sanitdrio de categoria I ou de compartimentos com um programa de vigilancia da HCK aprovado (estatuto
sanitario de categoria II).
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IL1.

IL.2.

Requisitos especificos para a manutencio do estatuto sanitrio de categoria I no que respeita a HCK

Sempre que seja necessdrio efetuar uma vigilancia orientada a fim de manter o estatuto sanitdrio de categoria [,
tal como previsto no artigo 52.° da Diretiva 2006/88/CE, todas as exploragdes com espécies sensiveis
enumeradas no anexo IV, parte II, daquela diretiva no Estado-Membro, zona ou compartimento em causa devem
ser sujeitas a uma inspecdo sanitdria e colheita de amostras em conformidade com o quadro 2.B da seccio Il da
presente parte, tendo em conta o nivel de risco da exploragdo para a contragdo da HCK.

A frequéncia das inspegBes sanitdrias para os compartimentos com estatuto sanitdrio de categoria I no
respeitante a HCK, situados em zonas continentais e incluindo uma ou vérias exploragdes cujo estatuto sanitdrio
relativo a HCK estd dependente do estatuto sanitario das dguas naturais circundantes relativamente a essa doenca
enumerada, em conformidade com o anexo V, parte II, ponto 2, da Diretiva 2006/88/CE, deve estar de acordo
com o nimero fixado para o nivel de risco elevado no quadro 2.C.

Nos Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um ndmero limitado de exploracdes e em que a
vigilancia orientada dessas explora¢des ndo proporciona dados epidemioldgicos suficientes, os sistemas de
vigilancia para manter o estatuto de indemnidade devem incluir pontos de amostragem selecionados de acordo
com os requisitos estabelecidos no ponto L1.

Esses pontos de amostragem devem ser inspecionados e amostrados por rotagio de 50 % dos pontos de
amostragem cada ano. A amostragem deve realizar-se de acordo com o quadro 2.C da secgdo IIl. As amostras
devem ser selecionadas, preparadas e examinadas tal como descrito na seccdo II e os exames laboratoriais devem
ser negativos no que respeita a presenca do agente da HCK.

O estatuto de indemnidade s6 deve ser mantido enquanto todas as amostras analisadas com os métodos de
diagnéstico estabelecidos no ponto I1.2 produzirem resultados negativos para a HCK e qualquer suspeita de HCK
for excluida recorrendo aos métodos de diagnéstico estabelecidos no ponto II1.2.

Requisitos especificos para o levantamento das medidas de confinamento previstas no artigo 39.c da Diretiva
2006/88/CE para a obtengdo do estatuto sanitdrio de categoria IIl no que respeita 8 HCK em Estados-Membros,
zonas ou compartimentos com o estatuto sanitario de categoria V

Um Estado-Membro, zona ou compartimento que detém o estatuto sanitdrio de categoria V relativamente a
HCK pode obter o estatuto sanitdrio de categoria IIl em relagdo a essa doenca enumerada, desde que:

a) estejam cumpridos os requisitos estabelecidos no ponto 1.2.2.1, alineas a), b) e c). Se o vazio sanitdrio ndo for
tecnicamente possivel, as exploragdes em causa devem ser submetidas a uma medida alternativa que fornega
garantias quase semelhantes para a exterminagdo do HVCK do ambiente da exploragio;

b) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas e todas as outras exploragdes sujeitas a vazio
sanitdrio ou a medidas alternativas em conformidade com a alinea a) nas zonas de protecio e vigilancia
estabelecidas tenham sido repovoadas com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou comparti-
mentos com um estatuto sanitdrio de categoria I, I ou III no respeitante a HCK;

¢) o repovoamento sé tenha ocorrido depois de todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas
terem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitirio ou a medidas alternativas em
conformidade com a alinea a).

Métodos de diagnostico e de amostragem para a vigilincia destinada a obter e manter o estatuto de indemnidade
relativamente 3 HCK
Amostras

O material tecidular a examinar deve ser constituido por partes de tecido das brinquias e dos rins. Pode agregar-
-se 6rgdos de um maximo de dois peixes.

Métodos de diagndstico para a vigilancia destinada a obter e manter o estatuto de indemnidade relativamente a
HCK

O método de diagndstico destinado a alcangar ou a manter o estatuto de indemnidade da HCK deve ser a PCR
em tempo real (QPCR) de acordo com os métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados constantes do
anexo I, parte 2, seccdo IL
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1L Métodos de diagnoéstico e de amostragem para as investigacdes oficiais destinadas a confirmar ou excluir uma

suspeita de HCK
[II.L1.  Amostras

O material tecidular a examinar deve ser constituido por partes das branquias e dos rins. Pode agregar-se 6rgios
de um maximo de dois peixes.

IL.2.  Investigagdo oficial e métodos de diagndstico para excluir ou confirmar a presenga de infe¢do por HVCK

Sempre que, nos termos do artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE, seja necessdrio confirmar ou excluir uma
suspeita de HCK, devem cumprir-se os seguintes procedimentos de inspe¢do, amostragem e andlise:

a) a investigacdo oficial deve incluir pelo menos uma inspecdo sanitiria e uma amostragem de 10 peixes,
quando se observarem sinais clinicos ou post mortem compativeis com a infe¢do por HVCK, ou de 30 peixes
quando ndo forem observados aqueles sinais clinicos ou post mortem. As amostras devem ser analisadas
recorrendo ao método de diagnédstico estabelecido na alinea b) de acordo com os métodos de diagnéstico e
procedimentos detalhados constantes do anexo II, parte 2, secgdo II;

b) a presenca da infecio por HVCK deve ser considerada como confirmada se o HVCK for detetado por PCR;

a suspeita de HCK pode ser excluida se os testes ndo revelarem mais provas da presenca do HVCK.

Quadro 2.A

Sistema de vigilincia para zonas e compartimentos para o periodo de controlo de dois anos que precede a
obtengio do estatuto de indemnidade no que respeita 8 HCK, como referido no ponto 1.2.1

Nimero de inspe-
¢des clinicas por
ano (dois anos)

Nimero de exames
laboratoriais por
ano (dois anos)

Namero de peixes
na amostra

Exploragdes/locais
amostragem

de

Primeiros dois anos do periodo
de vigilancia

75()

Nimero médximo de peixes por agregado: 2

(") As amostras devem ser colhidas de um nimero de peixes que assegure a dete¢io do HVCK com um grau de confianga de 95 %
com uma prevaléncia de projeto de 5 %.

Quadro 2.B

Sistema de vigilincia para zonas e compartimentos para o periodo de controlo de quatro anos que precede a
obtengio do estatuto de indemnidade no que respeita 8 HCK, como referido no ponto 1.2.1

Ndmero de inspe- | Niimero de exames , .
RN - Namero de peixes
¢des clinicas por laboratoriais por
na amostra
ano ano

Exploragdes/locais ~ de | Primeiros dois anos do periodo 1 1 30
amostragem de vigilancia
Exploracdes/locais  de | Ultimos dois anos do perfodo de ) ) 30
amostragem vigilancia

Ntmero maximo de peixes por agregado: 2
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Quadro 2.C

Sistema de vigildncia para as zonas e compartimentos destinado a manter o estatuto de indemnidade de HCK,

tal como referido no ponto 1.3

Nivel de risco Numero de inspecdes sanitdrias Ntmero de peixes na amostra
Elevado 2 vezes por ano 30
Médio 1 vez por ano 30
Reduzido 1 vez de 2 em 2 anos 30

Ntmero méximo de peixes por agregado: 2

Quadro 2.D

Sistema de vigilincia destinado a manter o estatuto de indemnidade de HCK em Estados-Membros, zonas ou
compartimentos com um ndmero limitado de exploracdes e em que a vigilincia orientada dessas exploracdes

ndo proporciona dados epidemiolégicos suficientes, tal como referido no ponto 1.3

Nuamero de inspecdes clinicas | Numero de exames laborato-

. Namero de peixes na amostra
por ano riais por ano

Pontos de amostragem 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 2 em 2 anos 30

Ntmero maximo de peixes por agregado: 2

PARTE 3

VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO DA ANEMIA INFECIOSA DO SALMAO (AIS)

Requisitos para os programas de vigilincia e erradicagdo destinados a obter e manter o estatuto de indemnidade da
AIS e a confinar a infecio por VAIS com supressio da HPR

Requisitos gerais

Sempre que for exigido que as exploragdes sejam submetidas a inspecdes sanitdrias ou colheita de amostras, em
conformidade com o anexo V, parte I, ponto 2, da Diretiva 2006/88/CE, mais do que uma vez por ano, o
intervalo entre as inspe¢des sanitdrias ou a colheita de amostras deve ser o mais longo possivel.

Sempre que for exigido efetuar uma vigildncia orientada em populagdes selvagens, de acordo com o anexo V,
parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, da Diretiva 2006/88/CE, o nimero e a distribui¢io geogrifica dos pontos
de amostragem devem ser determinados por forma a obter uma cobertura razodvel do Estado-Membro, da zona
ou do compartimento. Os pontos de amostragem devem também ser representativos dos diferentes ecossistemas
onde se situam as populagdes selvagens sensiveis.

As inspegdes sanitdrias devem realizar-se em todas as unidades de produgdo, tais como lagos, tanques e gaiolas
de rede, para detetar a presenca de peixes mortos, fracos ou com um comportamento anormal. Deve ser dada
especial atengdo a zona de escoamento da dgua, onde os peixes fracos tém tendéncia a acumular-se devido ao
fluxo de dgua.
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As amostras de peixes devem ser selecionadas do seguinte modo:

a) deve selecionar-se apenas os peixes moribundos ou mortos recentemente, mas nio em decomposi¢io; em
especial, deve dar-se prioridade a recolha dos peixes com sinais de anemia, sangramentos ou outros sinais
clinicos que sugiram perturbacdes circulatdrias;

b) se o salmido-do-atlantico estiver entre as espécies sensiveis no local, deve dar-se prioridade as amostras de
salmio-do-atlantico. Se nio estiver presente salmio-do-atlantico na exploragio piscicola, deve amostrar-se
outras espécies sensiveis;

c) se for utilizada mais do que uma fonte hidrica na produgdo de peixe, devem estar presentes na amostra
peixes representativos de todas as fontes hidricas;

d) os peixes selecionados devem ser recolhidos de modo a fornecer uma representagdo proporcional na amostra
de todas as unidades de produgdo da exploracdo, tais como lagos, tanques e gaiolas de rede, bem como de
todas as classes anuais.

L.2. Requisitos especificos para a obtencdo do estatuto sanitdrio de categoria I no que respeita a AIS
[.2.1. Programas de vigildncia

Um Estado-Membro, uma zona ou um compartimento que detém o estatuto sanitdrio de categoria III, em
conformidade com o anexo III, parte B, da Diretiva 2006/88/CE, no que respeita a AIS, pode alcangar o estatuto
sanitdrio da categoria I em relagdo a essa doenca se todas as exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no
anexo IV, parte II, da referida diretiva, nesse Estado-Membro, zona ou compartimento, cumprirem os requisitos
relevantes estabelecidos no anexo V da mesma diretiva e todas essas exploragdes bem como, quando exigido
pelo anexo V, parte I, ponto 2, segundo paragrafo, da mesma diretiva, os pontos de amostragem em populagdes
selvagens, selecionados de acordo com esse ponto, tenham sido sujeitos ao seguinte programa de vigilancia:

a) as exploragdes ou os pontos de amostragem foram submetidos a inspe¢des sanitdrias e colheita de amostras
por um periodo minimo de dois anos consecutivos, como estabelecido no quadro 3.4 da secgdo If;

b) durante esse periodo de dois anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagndstico estabe-
lecidos no ponto I1.2 deve ter produzido resultados negativos para o VAIS com supressio da HPR e
quaisquer suspeitas de AIS devem ter sido excluidas de acordo com os métodos de diagndstico estabelecidos
no ponto II.3;

¢) se, durante a aplicagdo do programa de vigilincia, se confirmar a AIS numa explora¢do incluida nesse
programa de vigilancia, com a consequente retirada do estatuto sanitario de categoria II, deve realizar-se um
programa de erradicagio de acordo com o ponto 1.2.2.

[.2.2.  Programas de erradicagio
[.2.2.1. Requisitos gerais

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com um estatuto sanitdrio de categoria V no que respeita a AIS
pode alcangar o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenca se todas as explora¢des com
espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-Membro, zona ou
compartimento tiverem sido sujeitas a um programa de erradicagdo conforme com as seguintes alineas a) a e):

a) foram aplicadas com eficicia as medidas minimas de controlo estabelecidas no capitulo V, sec¢do 3, da
Diretiva 2006/88/CE e, em especial, foi estabelecida, na vizinhanca da ou das exploragdes oficialmente
declaradas como infetadas com VAIS com supressio da HPR ou em que se confirmou a AlS, uma zona de
confinamento, como se refere no artigo 32.°, alinea b), da referida diretiva, incluindo uma zona de protecio
e uma zona de vigilancia.

A zona de confinamento deve ter sido definida caso a caso atendendo a fatores que influenciam os riscos de
propagagdo de AIS aos peixes de criagdo e selvagens, tais como: o niimero, a taxa e a distribui¢io da
mortalidade dos peixes na exploragdo infetada com VAIS com supressio da HPR ou em que se confirmou a
AIS; a distancia em relagdo as explora¢des vizinhas e a densidade populacional das mesmas; a proximidade
com matadouros; as exploragdes em contacto; as espécies presentes nas exploragdes; as praticas de criagdo
aplicadas na exploragdo afetada e nas explora¢des vizinhas; as condi¢des hidrodindmicas e outros fatores
identificados com significincia a nivel epidemiolégico.
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Para o estabelecimento das zonas de protecdo e vigilancia, devem aplicar-se os requisitos minimos seguintes
no que respeita a demarcacio geografica dessas zonas:

i) deve estabelecer-se uma zona de protegdo na vizinhanga imediata de uma exploracdo oficialmente
declarada como infetada com AIS, que deve corresponder a:

1) em zonas costeiras: uma drea inscrita num circulo de raio minimo igual a uma excursio de maré ou
de, pelo menos, 5 km, consoante a distincia que for maior, centrado na exploragio oficialmente
declarada como infetada com AIS, ou uma drea equivalente determinada em funcio de dados hidrodi-
namicos ou epidemioldgicos adequados;

2) em zonas interiores: a totalidade da bacia hidrogrifica da exploragio oficialmente declarada como
infetada com AIS; a autoridade competente pode limitar a extensdo da zona a partes da bacia
hidrogrifica, desde que a prevengdo da propagacdo da AlS ndo fique comprometida,

ii) deve estabelecer-se uma zona de vigilancia no exterior da zona de protegdo, que deve corresponder a:

1) em zonas costeiras: uma drea que circunda a zona de protecdo, com sobreposicio de zonas de
excursdo de maré; ou uma drea que circunda a zona de prote¢do, inscrita num circulo com 10 km de
raio a partir do centro da zona de protecio; ou uma drea equivalente determinada em fungdo de dados
hidrodinamicos ou epidemiolégicos adequados; ou

2) em zonas interiores: uma drea alargada no exterior da zona de protegdo estabelecida;

b) todas as exploracdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE
situadas dentro da zona de prote¢do e ndo oficialmente declaradas como infetadas com AIS devem ser
sujeitas a uma investigac¢do oficial que inclua pelo menos os seguintes elementos:

i) a colheita de amostras para andlise de, no minimo, 10 peixes moribundos, quando se observarem sinais
clinicos ou post mortem compativeis com a infecdo por AIS, ou de, no minimo, 30 peixes quando nio
forem observados aqueles sinais clinicos ou post mortem,

ii) uma inspecdo sanitdria nas exploragdes em que as andlises referidas na subalinea i) tiverem produzido
resultados negativos, as inspegdes sanitdrias devem prosseguir uma vez por més até que a zona de
protecdo seja retirada em conformidade com o ponto 1.2.2.1, alinea c);

¢) todas as exploragBes oficialmente declaradas como infetadas com o VAIS com supressdo da HPR ou em que
tiver sido confirmada a AIS devem ser esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio por um
perfodo minimo de trés meses. Poderd proceder-se ao levantamento das zonas de protecdo e vigilancia
quando todas as exploracdes na zona de protecdo tiverem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a
um vazio sanitdrio sincronizado por um perfodo minimo de seis semanas.

Apbs a realizagdo do vazio sanitdrio das exploragdes oficialmente declaradas como infetadas, as zonas de
protecdo sdo convertidas em zonas de vigilancia.

A autoridade competente pode decidir requerer o esvaziamento, limpeza, desinfecio e vazio sanitdrio de
outras exploragdes dentro das zonas de protecdo e vigilancia estabelecidas. A duragdo do periodo de vazio
sanitdrio nessas explora¢des deve ser determinada pela autoridade competente apds uma avaliagio de riscos
€aso a caso;

d) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com VAIS com supressdo da HPR ou em que se
confirmou a AIS, bem como todas as outras exploragdes sujeitas a vazio sanitirio dentro das zonas de
protecdo e vigilincia estabelecidas, devem ser repovoadas com peixes provenientes de Estados-Membros,
zonas ou compartimentos com um estatuto sanitdrio de categoria I no respeitante a AlS.

O repovoamento s6 deve ocorrer quando todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas
tiverem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio de acordo com o ponto 1.2.2.1,
alinea c);

e) todas as exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo 1V, parte II, da Diretiva 2006/88/CE do
Estado-Membro, zona ou compartimento abrangido pelo programa de erradicagio e, quando exigida a
vigildncia nas populacdes selvagens, os pontos de amostragem selecionados de acordo com o ponto 1.1,
devem subsequentemente ser submetidos ao sistema de vigilancia estabelecido no ponto 1.2.1.
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1.2.2.2. Requisitos para a recupera¢io do estatuto de indemnidade para os compartimentos continentais que incluam
uma tnica exploragdo previamente declarada com o estatuto sanitdrio de categoria I

Um compartimento continental com uma dnica exploragdo com o estatuto sanitdrio de categoria I no que
respeita a AlS, cujo estatuto sanitdrio seja independente das dguas naturais circundantes, em conformidade com
o0 anexo V, parte II, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE, e cujo estatuto sanitdrio de categoria I tenha sido retirado
em conformidade com o artigo 53.°, n.° 3, daquela diretiva, pode recuperar esse estatuto imediatamente depois
de a autoridade competente ter confirmado que cumpre as seguintes condi¢des:

a) foi esvaziada, limpa, desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio com uma duracio minima de seis semanas;

b) foi repovoada com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto
sanitdrio de categoria I no respeitante a AlS.

L.3. Medidas minimas de controlo para a manutencio do estatuto sanitdrio de categoria I no que respeita a AlS

Sempre que for exigido efetuar uma vigilancia orientada a fim de manter o estatuto sanitdrio de categoria I, tal
como previsto no artigo 52.° da Diretiva 2006/88/CE, todas as explora¢des com espécies sensiveis enumeradas
no anexo IV, parte II, daquela diretiva no Estado-Membro, zona ou compartimento em causa devem ser sujeitas
a inspegdes sanitdrias e colheita de amostras em conformidade com o quadro 3.B (') da sec¢do II da presente
parte, tendo em conta o nivel de risco da exploragdo para a contragdo da AIS.

Ao determinar a frequéncia das inspegOes sanitdrias para os compartimentos com estatuto sanitdrio de
categoria I no respeitante a AlS, situados em zonas continentais onde o estatuto sanitdrio relativo a AIS estd
dependente do estatuto sanitdrio das dguas naturais circundantes onde estd presente salmio-do-atlantico (Salmo
salar), o risco de contragdo de AIS deve ser considerado elevado.

O estatuto de indemnidade de AIS s6 pode ser mantido enquanto todas as amostras analisadas com os métodos
de diagnostico estabelecidos no ponto I1.2 produzirem resultados negativos para o VAIS com supressdo da HPR
e qualquer suspeita de AIS for excluida recorrendo aos métodos de diagnéstico estabelecidos no ponto II.3.

L.4. Requisitos especificos para a obtencdo do estatuto sanitdrio de categoria IIl no que respeita ao VAIS com
supressio da HPR em Estados-Membros, zonas ou compartimentos que gozavam anteriormente do estatuto
sanitdrio da categoria V

Um Estado-Membro, zona ou compartimento que detém o estatuto sanitdrio de categoria V relativamente a AIS
pode obter o estatuto sanitdrio de categoria IIl desde que:

a) estejam cumpridos os requisitos estabelecidos no ponto 1.2.2.1, alineas a), b) e ). Se o vazio sanitdrio ndo for
tecnicamente possivel, as exploragdes devem ser submetidas a uma medida alternativa que forneca garantias
quase semelhantes para a extermina¢do do VAIS do ambiente da exploragio;

b) todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas e todas as outras explora¢des sujeitas a vazio
sanitdrio ou a medidas alternativas em conformidade com a alinea a) nas zonas de protegdo e vigilancia
estabelecidas tenham sido repovoadas com peixes provenientes de Estados-Membros, zonas ou comparti-
mentos com um estatuto sanitrio de categoria I, Il ou IIl no respeitante a AlS;

¢) o referido repovoamento s6 tenha ocorrido depois de todas as exploragdes oficialmente declaradas como
infetadas terem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio ou a medidas alternativas em
conformidade com a alinea a);

d) ndo se tenha confirmado qualquer presenga de VAIS com supressdo da HPR durante o periodo de dois anos
subsequente a conclusio das medidas referidas nas alineas a), b) e c) e quaisquer suspeitas durante esse
perfodo tenham sido excluidas de acordo com os procedimentos estabelecidos no ponto IIL.3.

(") Ndo se aplica as explora¢des que criam exclusivamente truta arco-iris (Oncorynchus mykiss) efou truta comum (Salmo trutta) e em que o
abastecimento de dgua se baseia exclusivamente em fontes de dgua doce onde néo esteja presente salmdo-do-atlantico (Salmo salar).
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IL.1.

I1.2.

IL.3.

Métodos de diagnéstico e investigagdes oficiais

Amostras

O material tecidular a examinar deve ser o seguinte:

a) histologia: rim anterior, figado, pancreas, intestino, bago e branquias;

b) imuno-histoquimica: rim médio e coragio, incluindo as vilvulas e o bulbus arteriosus;
¢) andlise por RT-qPCR: rim médio e coracio;

d) culturas de virus: rim médio, coracio, figado e baco.

Pode agregar-se 6rgdos de um mdximo de cinco peixes.

Métodos de diagndstico para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a AIS

O método de diagnéstico a utilizar a fim de obter ou de manter o estatuto de indemnidade em relagio a AIS em
conformidade com os pontos 1.2 e 1.3 é a RT-qPCR, seguida de sequenciagdo das amostras positivas em
conformidade com os métodos e procedimentos detalhados estabelecidos no anexo I, parte 3.

Em caso de resultado positivo na RT-qPCR, devem testar-se mais amostras antes da aplicagio das medidas de
controlo iniciais estabelecidas no artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE.

Essas amostras devem ser testadas do seguinte modo, de acordo com os métodos e procedimentos detalhados
estabelecidos no anexo II, parte 3:

a) rastreio das amostras por RT-qPCR, incluindo sequencia¢io do gene HE para verificar a supressio na HPR;

b) exame de preparacdes tecidulares através de anticorpos especificos contra o VAIS (designadamente imuno-
-histoquimica em secg¢des fixadas ou imunofluorescéncia indireta em impressdes tecidulares); ou

¢) isolamento e identificagio do VAIS numa cultura celular de, pelo menos, uma amostra de um peixe da
exploragdo.

Investigagdo oficial e métodos de diagndstico para excluir ou confirmar a presenca de AIS

Sempre que, nos termos do artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE, seja necessario confirmar ou excluir uma
suspeita de AIS, deve cumprir-se os seguintes procedimentos de inspe¢do, amostragem e andlise:

a) a investigacdo oficial deve incluir pelo menos uma inspegdo sanitdria e uma amostragem de 10 peixes
moribundos, quando se observarem sinais clinicos ou post mortem compativeis com a AIS. Se ndo se
observarem sinais clinicos ou post mortem compativeis com a AlS, a inspegdo sanitdria deve ser seguida de
amostragem direcionada de, no minimo, 30 peixes moribundos ou mortos recentemente, com uma
constituicio normal em conformidade com o ponto 1.1. As amostras devem ser analisadas de acordo com os
métodos de diagndstico estabelecidos na alinea b);

b) em caso de resultado positivo na RT-qPCR para o VAIS com supressdo da HPR, deve testar-se mais amostras
antes da aplicagdo das medidas de controlo iniciais estabelecidas no artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE. Um
caso suspeito de infe¢do por AIS deve ser confirmado de acordo com os seguintes critérios, usando os
métodos e procedimentos detalhados estabelecidos no anexo II, parte 3:

i) detecio do VAIS por RT-qPCR, incluindo sequenciagdo do gene HE para verificar a supressio da HPR, e
detecdo do VAIS em preparagOes tecidulares através de anticorpos especificos contra o VAIS (designa-
damente imuno-histoquimica em sec¢des fixadas ou imunofluorescéncia indireta em impressdes
tecidulares),

ou
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ii) dete¢do do VAIS por RT-qPCR, incluindo sequenciagdo do gene HE para verificar a supressio na HPR, e

isolamento e identificagdo do VAIS numa cultura celular de, pelo menos, uma amostra de qualquer peixe
da exploragio;

¢) sempre que se observar a presenca de sinais clinicos, altera¢des patoldgicas macroscopicas ou constatagdes
histopatoldgicas coerentes com a AlS, essas constatagdes devem ser corroboradas pela detecio do virus
através de dois métodos de diagndstico com principios de detegdo independentes, como sejam RT-qPCR e
[HC, em conformidade com o anexo I, parte 3.

A suspeita de AIS pode ser excluida se os testes e as inspegdes ao longo de um periodo de 12 meses a partir
da data da suspeita ndo revelarem mais provas da presenca de AIS.

Quadro 3.A

Sistema de vigilincia para zonas e compartimentos para o periodo de controlo de dois anos que precede a
obtengio do estatuto de indemnidade no que respeita a AIS, como referido no ponto 1.2.1

Ano da vigilancia

Niamero de inspecdes sanitérias

Niimero de exames laborato-

Namero de peixes a amostrar

por ano (dois anos) riais por ano (dois anos) por ano
Ano 1 6 21 2*%75()
Ano 2 6 2 (M 2*750)

(") As amostras devem ser colhidas, armazenadas e examinadas durante dois periodos de teste anuais de um més (designadamente na

primavera e no outono) ou quando for adequado em conformidade com considera¢des praticas.

() Numero méximo de peixes por agregado: 5.

Quadro 3.B

Sistema de vigilancia para as zonas e compartimentos destinado a manter o estatuto de indemnidade de AIS, tal
como referido no ponto L3 (9

Nivel de risco

Ntmero de inspegdes sanitdrias

Nuamero de exames laborato-

Ntmero de peixes a amostrar

por ano riais por ano por ano
Elevado 2 21 2% 30
Médio 1 1) 30
Reduzido 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 2 em 2 anos 30 de 2 em 2 anos

(") As amostras devem ser colhidas e examinadas durante dois periodos de teste anuais de um més (designadamente na primavera e no
outono) ou quando for adequado em conformidade com consideragdes praticas.

() Nio se aplica as exploragdes que criam exclusivamente truta arco-iris (Oncorynchus mykiss) efou truta comum (Salmo trutta) e em
que o abastecimento de dgua se baseia exclusivamente em fontes de dgua doce onde nio esteja presente salmio-do-atlantico (Salmo

salar).
PARTE 4
VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO DA INFECAO POR MARTEILIA REFRINGENS
L Requisitos para os programas de vigilincia e erradicacio destinados a obter e manter o estatuto de indemnidade da

infecdo por Marteilia refringens
I.1.  Requisitos gerais

As inspecdes sanitdrias e, se for caso disso, a amostragem para exame laboratorial, devem efetuar-se na época do
ano em que se saiba que a prevaléncia do parasita no Estado-Membro, zona ou compartimento estd no seu
méximo. Se esses dados ndo estiverem disponiveis, a amostragem deve efetuar-se logo ap6s a temperatura da dgua
ter ultrapassado 17 °C.
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Se for necessrio amostrar moluscos em conformidade com os requisitos estabelecidos na parte 4, aplicam-se os
seguintes critérios:

a) se estiverem presentes Ostrea spp. € Mytilus spp. nas unidades de producdo ou na zona de producio, ambos os
géneros devem ser igualmente representados na dimensdo da amostra. Se estiver presente apenas um desses
géneros, esse género deve ser amostrado. Se ndo estiverem presentes espécies dos géneros Ostrea nem Mytilus, a
amostra deve ser representativa de todas as outras espécies sensiveis presentes;

b) se estiverem presentes nas unidades de producio moluscos fracos, mortos recentemente, mas nio em
decomposi¢io, ou conchas abertas, devem selecionar-se esses moluscos em primeiro lugar. Se ndo estiverem
presentes, devem selecionar-se os moluscos saudaveis que sejam mais velhos;

¢) ao efetuar a colheita de amostras em explora¢des de moluscos em que sdo usadas vdrias fontes hidricas na
produgdo, a amostra deve incluir moluscos representativos de todas as fontes hidricas utilizadas, de tal forma
que todas as partes da exploragdo estejam proporcionalmente representadas na amostra;

d) ao efetuar a colheita de amostras em zonas de produgdo de moluscos, devem incluir-se na amostra moluscos
colhidos num ndmero suficiente de pontos de amostragem, de tal forma que todas as partes da zona de
produgdo estejam proporcionalmente representadas na amostra. Os principais fatores a considerar na selecio
destes pontos de amostragem sdo os locais onde foi detetada anteriormente Marteilia refringens, a densidade
populacional, as correntes de dgua, a presenga de espécies sensiveis, a presenga de espécies vetoras, a
batimetria e as praticas de gestdo. Os bancos naturais devem ser incluidos na amostragem.

1.2.  Requisitos especificos para a obtencdo do estatuto sanitdrio de categoria I no que respeita a Marteilia refringens
1.2.1. Programas de vigilancia

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com um estatuto sanitario de categoria IIl no que respeita a infe¢io
por Marteilia refringens pode alcancar o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenca se todas as
exploragdes ou zonas de produgdo de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da
Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-Membro, zona ou compartimento tiverem sido sujeitas, pelo menos, ao
seguinte programa de vigilancia, incluindo inspe¢des sanitdrias e colheita de amostras para andlise.

Programa de vigilancia bienal:

a) as exploragdes ou as zonas de produgio de moluscos devem ter sido submetidos a inspegdes sanitdrias e
colheita de amostras por um periodo minimo de dois anos consecutivos, como estabelecido no quadro 4.4 da
seccdo II;

b) durante esse periodo de dois anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagndstico estabelecidos
no ponto I.2 deve ter produzido resultados negativos para a Marteilia refringens e quaisquer suspeitas de
Marteilia refringens devem ter sido excluidas de acordo com os métodos de diagndstico estabelecidos no
ponto IL.3;

¢) se for necessdrio incluir na amostra Ostrea edulis, Mytilus edulis ou Mytilus galloprovincialis provenientes de um
Estado-Membro, zona ou compartimento com um estatuto sanitirio de categoria I, devem ter sido
introduzidos na exploracio ou na zona de produgio de moluscos pelo menos na primavera imediatamente
anterior ao periodo de vigéncia do programa de vigilancia.

1.2.2. Programas de erradicagdo

Na maioria dos casos, a erradicacio de Marteilia refringens é considerada impossivel, mas, se o Estado-Membro a
julgar vidvel, deve aplicar o modelo de programa de erradicagio enunciado a seguir.

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria V no que respeita a infecdo
por Marteilia refringens pode alcancar o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenca se todas as
exploragdes ou zonas de produgdo de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da
Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-Membro, zona ou compartimento tiverem sido sujeitas, pelo menos, ao
seguinte programa de erradicagio:

a) foram aplicadas com eficdcia as medidas estabelecidas no capitulo V, seccdo 3, da Diretiva 2006/88/CE e, em
especial, foi estabelecida, na vizinhanca da ou das exploragdes ou zonas de producio de moluscos oficialmente
declaradas como infetadas com Marteilia refringens, uma zona de confinamento, como se refere no artigo 32.°,
alinea b), da referida diretiva, incluindo uma zona de prote¢do e uma zona de vigilancia.
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A zona de confinamento deve ser definida caso a caso atendendo a fatores que influenciam os riscos de
propagagdo de Marteilia refringens, tais como: o niimero, a idade, a taxa e a distribuicdo da mortalidade dos
moluscos na exploragdo ou na zona de producio de moluscos infetada com Marteilia refringens, incluindo os
moluscos selvagens; a distincia em relagdo as exploragdes ou zonas de produgdo de moluscos vizinhas,
incluindo de moluscos selvagens, e a densidade populacional das mesmas; a proximidade com estabelecimentos
de transformacdo, exploragdes ou zonas de producio de moluscos em contacto; as espécies presentes nas
exploragdes ou zonas de producio de moluscos, especialmente se se tratar de espécies sensiveis ou de espécies
vetoras; as praticas de criagdo aplicadas na exploragio ou zona de produgio de moluscos afetada e nas
exploragdes ou zonas de producio de moluscos vizinhas; as condi¢des hidrodindmicas e outros fatores identi-
ficados com significancia a nivel epidemioldgico.

Para o estabelecimento das zonas de protegdo e vigilancia, devem aplicar-se os requisitos minimos seguintes:

i) deve estabelecer-se uma zona de protecio na vizinhanga imediata de uma exploragio ou de uma zona de
producio de moluscos oficialmente declarada como infetada com Marteilia refringens, correspondente a uma
drea determinada em funcio de dados hidrodindmicos ou epidemioldgicos adequados,

ii) deve estabelecer-se uma zona de vigilancia no exterior da zona de protegdo, correspondente a uma drea que
circunda a zona de protecdo, determinada em fungdo de dados hidrodindmicos ou epidemioldgicos
adequados;

b) todas as exploracdes e zonas de produgdo de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV,
parte II, da Diretiva 2006/88/CE situadas dentro da zona de prote¢do e ndo oficialmente declaradas como
infetadas com Marteilia refringens devem ser sujeitas a uma investigacdo oficial que inclua, pelo menos, a
colheita de amostras para andlise de 150 moluscos apés o inicio do periodo de transmissdo de Marteilia
refringens. Se se desconhecer o periodo de transmissdo, a amostragem deve comegar no periodo apds a
temperatura da dgua ultrapassar 17 °C;

¢) todas as exploracdes e zonas de produgio de moluscos oficialmente declaradas como infetadas com Marteilia
refringens devem ser esvaziadas, sujeitas a vazio sanitdrio e, se possivel, limpas e desinfetadas.

A duragdo minima do vazio sanitirio deve ser de:

i) dois meses no caso das exploragdes e zonas de produgdo de moluscos com ligagdes limitadas as dguas
circundantes, como € o caso das incubadoras e dos bercérios,

ii) dois meses no caso das exploragdes e das zonas de producio de moluscos com ligagdes ilimitadas as dguas
circundantes, desde que os moluscos infetados das espécies sensiveis e os moluscos de espécies sensiveis
com ligaces epidemioldgicas a exploragdo infetada ou a zona de producdo de moluscos tenham sido
apanhados ou retirados antes do perfodo do ano em que se sabe que a prevaléncia de Marteilia refringens
estd no seu maximo ou, se esse periodo ndo for conhecido, antes do periodo em que a temperatura da
dgua ultrapassa 17 °C,

i) 14 meses no caso das exploragdes e das zonas de producio de moluscos com ligagdes ilimitadas as dguas
circundantes, desde que os moluscos infetados das espécies sensiveis e os moluscos de espécies sensiveis
com ligacdes epidemioldgicas a exploracdo infetada ou a zona de producio de moluscos ndo tenham sido
apanhados nem retirados antes do perfodo do ano em que se sabe que a prevaléncia de Marteilia refringens
estd no seu mdximo ou, se esse perfodo nio for conhecido, antes do periodo em que a temperatura da
dgua ultrapassa 17 °C.

Quando todas as explora¢des e zonas de producdo de moluscos oficialmente declaradas como infetadas forem
esvaziadas, devem realizar-se pelo menos quatro semanas de vazio sanitdrio sincronizado.

A autoridade competente pode decidir requerer o esvaziamento, limpeza, desinfecio e vazio sanitdrio de outras
exploragdes ou zonas de produgdo de moluscos, conforme adequado, dentro das zonas de protegio e vigilancia
estabelecidas. A duragio do periodo de vazio sanitirio deve ser determinada pela autoridade competente apds
uma avaliacio de riscos caso a caso;

d) todas as exploracdes e zonas de producio de moluscos oficialmente declaradas como infetadas e todas as
outras exploragdes e zonas de produgdo de moluscos sujeitas a vazio sanitirio nas zonas de protegdo e
vigildncia estabelecidas devem ser repovoadas com moluscos provenientes de Estados-Membros, zonas ou
compartimentos com um estatuto sanitdrio de categoria I no respeitante a infecio por Marteilia refringens.
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O repovoamento s6 deve ocorrer quando todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas tiverem
sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio de acordo com o ponto 1.2.2, alinea c);

e) todas as exploragdes e zonas de producio de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo 1V,
parte II, da Diretiva 2006/88/CE do Estado-Membro, zona ou compartimento abrangido pelo programa de
erradicagdo devem subsequentemente ser submetidas ao sistema de vigilancia estabelecido no ponto 1.2.1 da
presente parte.

.3.  Requisitos especificos para a manutencdo do estatuto sanitdrio de indemnidade (categoria I) no que respeita a
infe¢do por Marteilia refringens

Sempre que for exigido efetuar uma vigilancia orientada a fim de manter o estatuto sanitdrio de categoria I, tal
como previsto no artigo 52.° da Diretiva 2006/88/CE, todas as exploragdes e zonas de produgdo de moluscos
com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, daquela diretiva no Estado-Membro, zona ou compar-
timento em causa devem ser sujeitas a inspecdes sanitdrias e colheita de amostras em conformidade com o
quadro 4.B da seccio II, tendo em conta o nivel de risco da exploracio ou da zona de producio de moluscos para
a contragdo de Marteilia refringens.

O estatuto de indemnidade s6 pode ser mantido enquanto todas as amostras analisadas com os métodos de
diagnéstico estabelecidos no ponto IL2 produzirem resultados negativos para a Marteilia refringens e qualquer
suspeita de Marteilia refringens for excluida recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos no ponto IL.3.

4. Requisitos para o levantamento das medidas de confinamento previstas no artigo 39.° da Diretiva 2006/88/CE
(mudanca de estatuto sanitdrio da categoria V para a categoria Ill) no que respeita a infe¢do por Marteilia refringens

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria V relativamente a Marteilia
refringens pode obter o estatuto sanitdrio de categoria IIl em relagdo a essa doenga enumerada, desde que:

a) estejam cumpridos os requisitos estabelecidos no ponto 1.2.2, alineas a), b) e ¢). Se o vazio sanitdrio ndo for
tecnicamente possivel, as exploracdes devem ser submetidas a uma medida alternativa que forneca garantias
quase semelhantes para a exterminacdo de Marteilia refringens do ambiente da exploracio;

b) todas as exploracdes e zonas de produgdo de moluscos oficialmente declaradas como infetadas e todas as
outras exploragdes e zonas de produgdo de moluscos sujeitas a vazio sanitdrio ou a medidas alternativas em
conformidade com a alinea a) nas zonas de protecdo e vigilancia estabelecidas tenham sido repovoadas com
moluscos provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto sanitdrio de
categoria 1, Il ou IIl no respeitante a infe¢do por Marteilia refringens;

¢) o repovoamento sé tenha ocorrido depois de todas as exploracdes ou zonas de produgdo de moluscos
oficialmente declaradas como infetadas terem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio
ou a medidas alternativas em conformidade com a alinea a);

d) nio se tenha confirmado qualquer infecdo por Marteilia refringens durante o periodo de dois anos subsequente
a conclusdo das medidas referidas nas alineas a), b) e c) e quaisquer suspeitas durante esse periodo tenham sido
excluidas de acordo com os procedimentos estabelecidos no ponto II.3.

II. ~ Métodos de diagndstico e investigacdes oficiais

II.L1. Amostras

Devem ser enviados para laboratério os animais inteiros a fim de se realizar os testes de diagndsticos referidos nos
pontos I.2 e II.3.

.2. Métodos de diagndstico para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a infecdo por Marteilia
refringens

Os métodos de diagndstico a utilizar para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a infe¢do por
Marteilia refringens, de acordo com os métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados constantes do anexo II,
parte 4, sdo a histopatologia, as impressdes tecidulares ou a PCR.
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IL.3.
Marteilia refringens

Investigagdo oficial e métodos de diagndstico para confirmar a presenga ou excluir a suspeita de infe¢do por

Sempre que, nos termos do artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE, seja necessario confirmar ou excluir uma suspeita
de infecio por Marteilia refringens, devem cumprir-se os seguintes procedimentos de inspecdo, amostragem e

analise:

a) a investigacdo oficial deve incluir pelo menos uma amostragem de 30 moluscos de espécies sensiveis se a
suspeita se basear num relatério de mortalidade ou, caso contrério, de 150 moluscos de espécies sensiveis apds
o inicio do periodo de transmissdo de Marteilia refringens. Se se desconhecer o periodo de transmissdo, a

amostragem deve comegar no periodo apés a temperatura da dgua ultrapassar 17 °C;

b) as amostras devem ser analisadas recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos na subalinea i) de
acordo com os métodos de diagndstico e procedimentos detalhados constantes do anexo II, parte 4, seccdo [;

i) a presenca de Marteilia refringens deve ser considerada confirmada sempre que um resultado positivo por
histopatologia, impressdo tecidular ou hibridizagdo in situ for combinado com um resultado positivo por
PCR completada por sequenciagio,

ii) a suspeita de infecdo por Marteilia refringens pode ser excluida se os testes referidos na subalinea i) nio
revelarem provas suplementares da presenca de Marteilia refringens.

Quadro 4.A

Sistema de vigilancia para Estados-Membros, zonas e compartimentos para o periodo de controlo que precede
a obtencdo do estatuto de indemnidade no que respeita a Marteilia refringens, como referido no ponto 1.2.1

Namero de inspe¢es sanitd- | Nimero de exames laborato- Namero de moluscos na
rias por ano riais por ano amostra
Exploragdes/zonas de produgdo 1 1 150
de moluscos
Quadro 4.B

Sistema de vigilincia para Estados-Membros, zonas e compartimentos destinado a manter o estatuto de
indemnidade de Marteilia refringens, tal como referido no ponto 1.3

. . Nuamero de inspe¢des sanita- Namero de exames laborato- Ntmero de moluscos na
Nivel de risco . o
rias riais amostra

Elevado 1 vez por ano 1 vez de 2 em 2 anos 150

Médio 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 2 em 2 anos 150
Reduzido 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 4 em 4 anos 150

PARTE 5
VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO DA INFECAO POR BONAMIA OSTREAE
L Requisitos para os programas de vigilincia e erradicacio destinados a obter e manter o estatuto de indemnidade da

infeco por Bonamia ostreae

Requisitos gerais

As inspecdes sanitdrias e, se for caso disso, a amostragem das unidades de produgio, devem efetuar-se na época
do ano em que se saiba que a prevaléncia de Bonamia ostreae no Estado-Membro, zona ou compartimento estd no
seu mdaximo. Se esses dados ndo estiverem disponiveis, a amostragem deve efetuar-se durante o inverno ou no

inicio da primavera.
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Se for necessdrio amostrar moluscos em conformidade com os requisitos estabelecidos na parte 5, aplica-se os
seguintes critérios:

a) se estiver presente Ostrea edulis, a totalidade da amostra deve ser constituida por ostras desta espécie. Se a
Ostrea edulis ndo estiver presente, a amostra deve ser representativa de todas as espécies sensiveis presentes;

b) se estiverem presentes moluscos fracos, mortos recentemente, mas ndo em decomposicdo, ou conchas abertas,
devem selecionar-se esses moluscos em primeiro lugar. Se ndo estiverem presentes, devem selecionar-se os
moluscos sauddveis que sejam mais velhos;

¢) ao efetuar a colheita de amostras em exploragdes em que sdo usadas vérias fontes hidricas na producio de
moluscos, a amostra deve incluir moluscos representativos de todas as fontes hidricas utilizadas, de tal forma
que todas as partes da exploragdo estejam proporcionalmente representadas na amostra;

d) ao efetuar a colheita de amostras em zonas de produ¢io de moluscos, devem incluir-se na amostra moluscos
de um namero suficiente de pontos de amostragem. Os principais fatores a considerar na selegdo destes pontos
de amostragem sdo os locais onde foi detetada anteriormente Bonamia ostreae, a densidade populacional, as
correntes de dgua, a presenca de espécies sensiveis, a presenca de espécies vetoras, a batimetria e as praticas de
gestdo. Os bancos naturais situados nas zonas de produgio ou na sua vizinhanca devem ser incluidos na
amostra.

[.2.  Requisitos especificos para a obtengdo do estatuto sanitdrio de categoria I no que respeita a Bonamia ostreae
1.2.1. Programas de vigilancia

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com um estatuto sanitdrio de categoria III no que respeita a
Bonamia ostreae pode alcancar de novo o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenga se todas as
exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-
-Membro, zona ou compartimento tiverem sido sujeitas, pelo menos, ao seguinte programa de vigilancia,
incluindo inspe¢des sanitdrias e colheita de amostras para andlise.

Programa de vigilancia bienal:

a) as exploragdes e as zonas de produgio de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo 1V, parte II,
da Diretiva 2006/88/CE devem ter sido submetidas a inspegOes sanitdrias e colheita de amostras por um
periodo minimo de dois anos consecutivos, como estabelecido no quadro 5.4 da presente parte;

b) durante esse periodo de dois anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagndstico estabelecidos
no ponto IL.2 deve ter produzido resultados negativos para a Bonamia ostreae e quaisquer suspeitas de Bonamia
ostreae devem ter sido excluidas de acordo com os métodos de diagnéstico estabelecidos no ponto II.3;

¢) se for necessario incluir na amostra Ostrea edulis provenientes de um Estado-Membro, zona ou compartimento
com um estatuto sanitdrio de categoria I, devem ter sido introduzidas na exploracdo ou na zona de produgio
de moluscos pelo menos no outono imediatamente anterior ao periodo de vigéncia do programa de vigilancia.

1.2.2. Programas de erradicacio

Na maioria dos casos, a erradicagdo de Bonamia ostreae é considerada impossivel, mas, se o Estado-Membro a
julgar vidvel, deve aplicar o modelo de programa de erradicagio enunciado a seguir.

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria V no que respeita a Bonamia
ostreae pode alcangar de novo o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenca se todas as
exploragdes ou zonas de produgdo de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da
Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-Membro, zona ou compartimento tiverem sido sujeitas, pelo menos, ao
seguinte programa de erradicagio:

a) foram aplicadas com eficdcia as medidas minimas de controlo estabelecidas no capitulo V, sec¢do 3, da Diretiva
2006/88/CE e, em especial, foi estabelecida, na vizinhanga da ou das explora¢des ou zonas de producio de
moluscos oficialmente declaradas como infetadas com Bonamia ostreae, uma zona de confinamento, como se
refere no artigo 32.°, alinea b), da referida diretiva, incluindo uma zona de protecio e uma zona de vigilancia.
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A zona de confinamento deve ser definida caso a caso atendendo a fatores que influenciam os riscos de
propagagio da doenga enumerada em causa, tais como: o ndmero, a taxa, a idade e a distribuicio da
mortalidade dos moluscos na explora¢io ou na zona de producio de moluscos infetada com Bonamia ostreae,
incluindo os moluscos selvagens; a distdncia em relagdo as exploragdes ou zonas de producio de moluscos
vizinhas, incluindo de moluscos selvagens, e a densidade populacional das mesmas; a proximidade com estabe-
lecimentos de transformagdo, exploracdes ou zonas de produgdo de moluscos em contacto; as espécies
presentes nas exploragdes ou zonas de producdo de moluscos, especialmente se se tratar de espécies sensiveis
ou de espécies vetoras; as préticas de criacdo aplicadas na exploracdo ou zona de exploracio de moluscos
afetada e nas exploracdes ou zonas de exploracio de moluscos vizinhas; as condi¢des hidrodindmicas e outros
fatores identificados com significancia a nivel epidemioldgico.

Para o estabelecimento das zonas de protegdo e vigilancia, devem aplicar-se os requisitos minimos seguintes:

i) deve estabelecer-se uma zona de protegdo na vizinhanga imediata de uma exploracio ou de uma zona de
producdo de moluscos oficialmente declarada como infetada com Bonamia ostreae, correspondente a uma
drea determinada em funcio de dados hidrodinimicos ou epidemioldgicos adequados,

ii) deve estabelecer-se uma zona de vigilancia no exterior da zona de protegdo, correspondente a uma drea que
circunda a zona de protegdo, determinada em funcdo de dados hidrodindmicos ou epidemioldgicos
adequados;

b) todas as exploracdes e zonas de produgdo de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV,
parte II, da Diretiva 2006/88/CE situadas dentro da zona de prote¢do e ndo oficialmente declaradas como
infetadas com Bonamia ostreae devem ser sujeitas a uma investigagdo oficial que inclua, pelo menos, a colheita
de amostras para andlise de 150 moluscos de espécies sensiveis apds o inicio do periodo de transmissdo de
Bonamia ostreae. Se se desconhecer o periodo de transmissdo, a amostragem deve comegar no inverno ou no
inicio da primavera;

¢) todas as exploracdes e zonas de producio de moluscos oficialmente declaradas como infetadas com Bonamia
ostreae devem ser esvaziadas, sujeitas a vazio sanitdrio e, se possivel, limpas e desinfetadas. A duragdo minima
do vazio sanitdrio deve ser de seis semanas.

Quando todas as exploragdes e zonas de producio de moluscos oficialmente declaradas como infetadas forem
esvaziadas, devem realizar-se pelo menos quatro semanas de vazio sanitdrio sincronizado.

A autoridade competente pode decidir requerer o esvaziamento, limpeza, desinfecdo e vazio sanitdrio de outras
exploragdes ou zonas de producio de moluscos, conforme adequado, dentro das zonas de protecdo e vigilancia
estabelecidas. A duragdo do periodo de vazio sanitirio deve ser determinada pela autoridade competente apds
uma avaliacio de riscos caso a caso;

d) todas as exploracdes e zonas de producio de moluscos oficialmente declaradas como infetadas e todas as
outras explora¢des e zonas de producio de moluscos sujeitas a vazio sanitirio nas zonas de protegio e
vigildncia estabelecidas devem ser repovoadas com moluscos provenientes de Estados-Membros, zonas ou
compartimentos com um estatuto sanitdrio de categoria I no respeitante a infe¢do por Bonamia ostreae. O
repovoamento s6 deve ocorrer quando todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas tiverem
sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio de acordo com o ponto 1.2.2, alinea c);

e) todas as exploragdes e zonas de producdo de moluscos com espécies sensiveis enumeradas no anexo 1V,
parte II, da Diretiva 2006/88/CE do Estado-Membro, zona ou compartimento abrangido pelo programa de
erradicagdo devem subsequentemente ser submetidas ao programa de vigilancia estabelecido no ponto L.2.

I.3.  Requisitos especificos para a manutencdo do estatuto sanitdrio de indemnidade (categoria I) no que respeita a
infe¢do por Bonamia ostreae

Sempre que for exigido efetuar uma vigilancia orientada a fim de manter o estatuto sanitdrio de categoria I, tal
como previsto no artigo 52.° da Diretiva 2006/88/CE, todas as exploragdes e zonas de producio de moluscos
com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, daquela diretiva no Estado-Membro, zona ou compar-
timento em causa devem ser sujeitas a inspecdes sanitdrias e colheita de amostras em conformidade com o
quadro 5.B da seccdo II da presente parte, tendo em conta o nivel de risco da exploracdo ou da zona de producio
de moluscos para a contragio da infecdo por Bonamia ostreae.

O estatuto de indemnidade da infe¢do por Bonamia ostreae s6 pode ser mantido enquanto todas as amostras
analisadas com os métodos de diagnéstico estabelecidos no ponto IL.2 produzirem resultados negativos para a
Bonamia ostreae e qualquer suspeita de Bonamia ostreae for excluida recorrendo aos métodos de diagnéstico estabe-
lecidos no ponto IL.3.
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IL.1.

I1.2.

IL.3.

Requisitos para o levantamento das medidas de confinamento previstas no artigo 39.° da Diretiva 2006/88/CE
(mudanga de estatuto sanitdrio da categoria V para a categoria IIl) no que respeita a infe¢do por Bonamia ostreae.

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com o estatuto sanitirio de categoria V relativamente a infegdo por
Bonamia ostreae pode obter o estatuto sanitdrio de categoria Il em relagdo a essa doenca, desde que:

a) estejam cumpridos os requisitos estabelecidos no ponto 1.2.2, alineas a), b) e ¢). Se o vazio sanitdrio ndo for
tecnicamente possivel, as exploragdes devem ser submetidas a uma medida alternativa que forneca garantias
quase semelhantes para a exterminacdo de Bonamia ostreae do ambiente da exploragdo;

b) todas as exploracdes e zonas de produgdo de moluscos oficialmente declaradas como infetadas e todas as
outras exploragdes e zonas de produgdo de moluscos sujeitas a vazio sanitdrio ou a medidas alternativas em
conformidade com a alinea a) nas zonas de protegdo e vigilancia estabelecidas tenham sido repovoadas com
moluscos provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto sanitirio de
categoria 1, Il ou IIl no respeitante a infe¢do por Bonamia ostreae;

¢) o repovoamento sé tenha ocorrido depois de todas as exploracdes ou zonas de produgdo de moluscos
oficialmente declaradas como infetadas terem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitario
ou a medidas alternativas em conformidade com a alinea a);

d) ndo se tenha confirmado qualquer infecio por Bonamia ostreae durante o periodo de dois anos subsequente a
conclusio das medidas referidas nas alineas a), b) e ¢) e quaisquer suspeitas durante esse periodo tenham sido
excluidas de acordo com os procedimentos estabelecidos no ponto II.3.

Métodos de diagnéstico e critérios de diagnéstico
Amostras

Devem ser enviados para laboratério os animais inteiros a fim de se realizar os testes de diagndsticos referidos nos
pontos I1.2 e I1.3.

Métodos de diagnostico para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a infe¢do por Bonamia
ostreae

Os métodos de diagndstico a utilizar para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a infecdo por
Bonamia ostreae sdo a histopatologia, as impressdes tecidulares ou a PCR. Ao aplicar estes métodos de diagndstico,
devem seguir-se os correspondentes métodos e procedimentos detalhados estabelecidos no anexo II, parte 5.

Critérios de diagndstico para confirmar a presenga ou excluir a suspeita de infecio por Bonamia ostreae

Sempre que, nos termos do artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE, seja necessédrio confirmar ou excluir uma suspeita
de infecdo por Bonamia ostreae, devem cumprir-se os seguintes procedimentos de inspegdo, amostragem e anélise:

A investigacdo oficial deve incluir pelo menos uma amostragem de 30 moluscos de espécies sensiveis se a suspeita
se basear num relatério de mortalidade ou, caso contrério, de 150 moluscos de espécies sensiveis apds o inicio do
perfodo de transmissio de Bonamia ostreae. Se se desconhecer o periodo de transmissio, a amostragem deve
comecar no inverno ou no inicio da primavera. As amostras devem ser analisadas recorrendo aos métodos de
diagnostico estabelecidos na subalinea i) de acordo com os métodos de diagndstico e procedimentos detalhados
constantes do anexo I, parte 5, secgdo L.

i) a presenca de Bonamia ostreae deve ser considerada confirmada sempre que um resultado positivo por histopa-
tologia, impressdo tecidular ou hibridizacdo in situ for combinado com um resultado positivo por PCR
completada por sequenciagdo, em conformidade com os métodos e procedimentos aprovados estabelecidos no
anexo II, parte 5;

i) a suspeita da presenca da infecdo por Bonamia ostreae deve ser excluida se esses testes ndo revelarem provas
suplementares da presenca de Bonamia ostreae.
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Quadro 5.A

Sistema de vigilincia para Estados-Membros, zonas e compartimentos para o periodo de controlo que precede
a obtencio do estatuto de indemnidade no que respeita 3 Bonamia ostreae, como referido no ponto 1.2.1

Nimero de inspe¢des sanitd-
rias por ano

Numero de exames laborato-
riais por ano

Nimero de moluscos na
amostra

Exploragdes/zonas de producdo
de moluscos

150

Quadro 5.B

Sistema de vigilincia para Estados-Membros, zonas e compartimentos destinado a manter o estatuto de
indemnidade de Bonamia ostreae, tal como referido no ponto L3

Nivel de risco

Nuamero de inspe¢des sanita-

Nimero de exames laborato-

Niimero de moluscos na

rias riais amostra
Elevado 1 vez por ano 1 vez de 2 em 2 anos 150
Médio 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 2 em 2 anos 150
Reduzido 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 4 em 4 anos 150

PARTE 6

VIGILANCIA E METODOS DE CONTROLO DA DOENCA DA MANCHA BRANCA (DMB)

L Requisitos para os programas de erradicacio e vigilincia destinados a obter e manter o estatuto de indemnidade

relativamente 3 DMB e a

confinar a infecio por VSMB

Requisitos gerais de inspecdo e amostragem

A amostragem de crusticeos para exame laboratorial deve ser efetuada sempre que seja provdvel que a
temperatura da dgua esteja no seu mdximo anual. Esse requisito relativo a temperatura da dgua aplica-se
também as inspecdes sanitdrias sempre que tal for vidvel e adequado.

Se for necessario amostrar crusticeos em exploragdes em conformidade com os requisitos estabelecidos na
presente parte, aplicam-se os seguintes critérios:

a) se estiverem presentes nas unidades de producdo crustdceos fracos ou moribundos, devem selecionar-se esses
crusticeos em primeiro lugar. Se esses crusticeos ndo estiverem presentes, entre os selecionados devem
incluir-se crustdceos de diferentes coortes de tamanho, designadamente juvenis e adultos, das espécies
sensiveis selecionadas, representados proporcionalmente na amostra;

b) se for utilizada mais do que uma fonte hidrica na produgdo de crustdceos, devem estar presentes na amostra
crustdceos sensiveis representativos de todas as fontes hidricas.

Sempre que for exigido efetuar uma vigilancia orientada em populagdes selvagens, de acordo com o anexo V,
parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, da Diretiva 2006/88/CE, o niimero e a distribui¢do geogréfica dos pontos
de amostragem devem ser determinados por forma a obter uma cobertura razodvel do Estado-Membro, da zona
ou do compartimento. Os pontos de amostragem devem também ser representativos dos diferentes ecossistemas
onde se situam as populagdes selvagens de espécies sensiveis, nomeadamente sistemas marinhos, estuarinos,

fluviais e lagos.
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Sempre que for exigido efetuar uma vigilancia orientada em populacdes selvagens, de acordo com o anexo V,
parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, da Diretiva 2006/88/CE, os crusticeos a amostrar devem ser selecionados
como segue:

i) em sistemas marinhos e estuarinos, deve selecionar-se uma ou vérias das seguintes espécies: Carcinus maenas,
Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus puber, Crangon crangon, Homarus gammarus,
Palaemon adspersus ou espécies de camardes peneideos, designadamente Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus,
Penaeus semisulcatus. Se essas espécies ndo estiverem presentes, a amostra deve ser representativa de todas as
outras espécies de decdpodes sensiveis presentes. Dada a vasta gama de hospedeiros sensiveis, estes devem
ser selecionados de géneros ou familias dos Decapoda em que a suscetibilidade tenha sido demonstrada de
forma experimental ou natural,

ii) em sistemas fluviais e lagos, deve selecionar-se uma ou vdrias das seguintes espécies: Pacifastacus leniusculus,
Astacus leptodactylus, Austropotamobius pallipes ou Orconectes limosus. Se essas espécies ndo estiverem presentes,
a amostra deve ser representativa de todas as outras espécies de decdpodes sensiveis presentes. Dada a vasta
gama de hospedeiros sensiveis, estes devem ser selecionados de géneros ou familias dos Decapoda em que a
suscetibilidade tenha sido demonstrada de forma experimental ou natural,

iii) se estiverem presentes crustdceos fracos ou moribundos, devem selecionar-se esses crustdceos em primeiro
lugar. Se esses crusticeos ndo estiverem presentes, entre os selecionados devem incluir-se crusticeos de
diferentes coortes de tamanho, designadamente juvenis e adultos, das espécies sensiveis selecionadas,
representados proporcionalmente na amostra.

Requisitos especificos para a obtencdo do estatuto sanitdrio de categoria I no que respeita 8 DMB
Programas de vigilancia

a) um Estado-Membro, uma zona ou um compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria Il no que
respeita @ DMB, em conformidade com o anexo IIl, parte B, da Diretiva 2006/88/CE, pode alcancar o
estatuto sanitdrio da categoria I em relacdo a essa doenga se todas as exploracdes com espécies sensiveis
enumeradas no anexo IV, parte I, da referida diretiva, nesse Estado-Membro, zona ou compartimento,
cumprirem os requisitos relevantes estabelecidos no anexo V da mesma diretiva e todas essas exploracdes
bem como, quando exigido pelo anexo V, parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, da mesma diretiva, os pontos
de amostragem em populacdes selvagens, selecionados de acordo com esse ponto, tenham sido sujeitos ao
seguinte programa de vigilancia bienal incluindo inspecdes sanitdrias e colheita de amostras para andlise.

As exploracdes ou os pontos de amostragem foram submetidos a inspegdes sanitdrias e colheita de amostras
por um periodo minimo de dois anos consecutivos, como estabelecido no quadro 6.A da secgdo II.

Durante esse periodo de dois anos, a andlise de todas as amostras com os métodos de diagndstico estabe-
lecidos no ponto 1.2 deve ter produzido resultados negativos para a infe¢do por DMB e quaisquer suspeitas
de DMB devem ter sido excluidas de acordo com os métodos de diagnéstico estabelecidos no ponto 11.3;

b) se, no decurso da aplicacio do programa de vigilancia referido na alinea a), se confirmar, numa exploragdo
incluida nesse programa de vigilancia, uma infecio por VSMB, tendo portanto sido retirado a exploragdo o
estatuto sanitdrio de categoria II, a exploragdo pode recuperar imediatamente esse estatuto e continuar a
aplicar o programa de vigilincia a fim de obter o estatuto de indemnidade sem aplicar um programa de
erradicagdo, tal como estabelecido no ponto 1.2.2, desde que:

i) se trate de uma exploracdo continental cujo estatuto sanitdrio referente 3 DMB € independente do
estatuto sanitdrio relativamente a essa doenga enumerada das dguas naturais circundantes, em
conformidade com o anexo V, parte II, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE,

ii) tenha sido esvaziada, limpa, desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio com uma dura¢do minima de seis
semanas,

iii) tenha sido repovoada com crustdceos provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com
um estatuto sanitdrio de categoria I no respeitante 8 DMB.
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[.2.2.  Programas de erradicacio
[.2.2.1. Requisitos gerais

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com um estatuto sanitdrio de categoria V no que respeita a8 DMB
pode alcangar o estatuto sanitdrio de categoria I relativamente a essa doenga se todas as exploragdes com
espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE nesse Estado-Membro, zona ou
compartimento tiverem sido sujeitas, pelo menos, ao seguinte programa de erradicagdo:

a) foram aplicadas com eficicia as medidas minimas de controlo estabelecidas no capitulo V, seccio 4, da
Diretiva 2006/88/CE e foi estabelecida, na vizinhanca da ou das exploragdes oficialmente declaradas como
infetadas com DMB, uma zona de confinamento, como se refere no artigo 32.°, alinea b), da referida diretiva,
incluindo uma zona de protegdo e uma zona de vigilancia.

A zona de confinamento deve ter sido definida caso a caso atendendo a fatores que influenciam os riscos de
propagacdo de DMB aos crustdceos de criagdo e selvagens, tais como: o niimero, a taxa ¢ a distribuicdo da
mortalidade dos crustdceos na exploracdo infetada com DMB; a distincia em relagdo as exploragdes vizinhas
e a densidade populacional das mesmas; as explora¢des em contacto; as espécies presentes nas exploragdes;
as prdticas de criacdo aplicadas na exploragio afetada e nas exploragdes vizinhas; as condi¢des hidrodi-
namicas e outros fatores identificados com significancia a nivel epidemioldgico.

Para o estabelecimento das zonas de protegdo e vigilancia, devem aplicar-se os requisitos minimos seguintes:

i) deve estabelecer-se uma zona de protecio na vizinhanca imediata de uma exploragio oficialmente
declarada como infetada com DMB, que deve corresponder a:

1) em zonas marinhas e estuarinas: uma drea inscrita num circulo de raio minimo igual a uma excursio
de maré ou de, pelo menos, 5 km, consoante a distdncia que for maior, centrado na exploragio
oficialmente declarada como infetada com DMB, ou uma drea equivalente determinada em funcio de
dados hidrodindmicos ou epidemioldgicos adequados; ou

2) em dguas doces: a totalidade da bacia hidrografica da exploracio oficialmente declarada como infetada
com DMB; a autoridade competente pode limitar a extensio da zona de protecio a partes da bacia
hidrogréfica, desde que a prevengdo da propagagdo da DMB ndo fique comprometida,

ii) deve estabelecer-se uma zona de vigilancia no exterior da zona de protegdo, que deve corresponder a:

1) em zonas marinhas: uma drea que circunda a zona de protegdo, com sobreposi¢io de zonas de
excursdo de maré; ou uma 4rea que circunda a zona de protecdo, inscrita num circulo com 10 km de
raio a partir do centro da zona de protegdo; ou uma drea equivalente determinada em funcio de
dados hidrodindmicos ou epidemioldgicos adequados; ou

2) em &guas doces: uma drea alargada no exterior da zona de protecio estabelecida;

b) todas as exploracdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE
situadas dentro da zona de protegdo e ndo oficialmente declaradas como infetadas com DMB devem ser
sujeitas a uma investiga¢do oficial que inclua pelo menos o seguinte:

i) a colheita de amostras para andlise de 10 crustdceos, quando se observarem sinais clinicos ou post mortem
compativeis com a infecdo por DMB, ou de 150 crustdceos quando ndo forem observados aqueles sinais
clinicos ou post mortem, e

ii) uma inspecdo sanitdria nas exploracdes em que as andlises referidas na subalinea i) tiverem produzido
resultados negativos, as inspegdes sanitdrias devem prosseguir uma vez por més durante a estagdo em que
seja mais provavel que a temperatura da dgua atinja o seu maximo anual, até que a zona de protecdo seja
retirada em conformidade com o ponto 1.2.2.1, alinea c);
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¢) todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas com DMB devem ser esvaziadas, limpas,
desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio. A dura¢io minima do vazio sanitdrio deve ser de seis semanas.
Quando todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas forem esvaziadas, devem realizar-se
pelo menos trés semanas de vazio sanitdrio sincronizado. A presente alinea também se aplica as novas
exploragdes oficialmente declaradas como infetadas durante a aplicagdo do programa de erradicagdo.

Apos a realizagdo do vazio sanitdrio das exploracdes oficialmente declaradas como infetadas, as zonas de
protecdo sdo convertidas em zonas de vigilancia.

A autoridade competente pode decidir requerer o esvaziamento, limpeza, desinfe¢do e vazio sanitrio de
outras exploragdes dentro das zonas de protecdo e vigilancia estabelecidas. A duragio do periodo de vazio
sanitdrio deve ser determinada pela autoridade competente ap6s uma avaliacdo de riscos caso a caso;

d) todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas e todas as outras exploragdes sujeitas a vazio
sanitdrio dentro das zonas de protecdo e vigilancia estabelecidas devem ser repovoadas:

i) com crusticeos provenientes de Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um estatuto sanitario
de categoria I no respeitante 8 DMB, ou

ii) durante um perfodo transitério até 31 de dezembro de 2020, com crusticeos provenientes de Estados-
-Membros, zonas ou compartimentos com um programa de vigilancia da DMB aprovado.

O repovoamento s6 deve ocorrer quando todas as exploracdes oficialmente declaradas como infetadas com
DMB tiverem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitario de acordo com o ponto 1.2.2.1,
alinea c);

e) todas as exploragdes com espécies sensiveis enumeradas no anexo IV, parte II, da Diretiva 2006/88/CE do
Estado-Membro, zona ou compartimento abrangido pelo programa de erradicacio e, quando exigida a
vigilincia nas populagBes selvagens, os pontos de amostragem selecionados de acordo com o anexo V,
parte I, ponto 2, segundo pardgrafo, daquela diretiva, devem ser subsequentemente submetidos, pelo menos,
ao programa estabelecido no ponto 1.2.1.

1.2.2.2. Requisitos para a recuperagdo do estatuto de indemnidade no que se refere a DMB para os compartimentos
continentais que incluam uma dnica exploracdo previamente declarada indemne de DMB

Um compartimento continental com uma tnica exploragdo com o estatuto sanitdrio de categoria I no que
respeita a DMB, cujo estatuto sanitirio em relacio a essa doenca enumerada seja independente das dguas
naturais circundantes, em conformidade com o anexo V, parte I, ponto 3, da Diretiva 2006/88/CE, e cujo
estatuto sanitdrio de categoria I tenha sido retirado em conformidade com o artigo 53.°, n.° 3, daquela diretiva,
pode recuperar o estatuto sanitdrio de categoria I imediatamente depois de a autoridade competente ter
confirmado que estdo satisfeitas as seguintes condi¢des:

a) a exploragdo com DMB foi esvaziada, limpa, desinfetada e sujeita a vazio sanitdrio com a dura¢do minima de
seis semanas;

b) a exploragdo com DMB foi repovoada com crusticeos provenientes de Estados-Membros, zonas ou comparti-
mentos com um estatuto sanitario de categoria I no respeitante a DMB.

L.3. Requisitos especificos para a manutengdo do estatuto sanitdrio de indemnidade (categoria I) no que respeita a
DMB

Sempre que for exigido efetuar uma vigilancia orientada a fim de manter o estatuto sanitrio de categoria I, tal
como previsto no artigo 52.° da Diretiva 2006/88/CE, todas as exploragdes com espécies sensiveis enumeradas
no anexo IV, parte II, daquela diretiva no Estado-Membro, zona ou compartimento em causa devem ser sujeitas
a uma inspe¢do sanitdria e colheita de amostras em conformidade com o quadro 6.B da sec¢do II, tendo em
conta o nivel de risco da exploracdo para a contragio da DMB.

Nos Estados-Membros, zonas ou compartimentos com um nidmero limitado de exploragdes e em que a
vigildncia orientada dessas explora¢des ndo proporciona dados epidemioldgicos suficientes, os programas de
vigildncia para manter o estatuto de indemnidade devem incluir pontos de amostragem selecionados de acordo
com os requisitos estabelecidos no ponto 1.
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Esses pontos de amostragem devem ser inspecionados e amostrados por rotagio de 50 % dos pontos de
amostragem cada ano. A amostragem deve realizar-se de acordo com o quadro 6.B da seccdo II. As amostras
devem ser selecionadas, preparadas e examinadas em conformidade com os métodos de diagndstico e de
amostragem estabelecidos na secgdo Il e os resultados dos exames laboratoriais devem ser negativos no que
respeita ao agente da DMB.

O estatuto de indemnidade s6 deve ser mantido enquanto todas as amostras analisadas com os métodos de
diagndstico e de amostragem estabelecidos no ponto I1.2 produzirem resultados negativos para a DMB e
qualquer suspeita de DMB for excluida recorrendo a investigagdo oficial e aos métodos de diagndstico estabe-
lecidos no ponto IL3.

L4. Requisitos para o levantamento das medidas de confinamento previstas no artigo 39.> da Diretiva 2006/88/CE
(mudanca de estatuto sanitdrio da categoria V para a categoria IIl) no que respeita 8 DMB

Um Estado-Membro, zona ou compartimento com o estatuto sanitdrio de categoria V relativamente a DMB
pode obter o estatuto sanitirio de categoria IIl em relagdo a essa doenca enumerada, desde que:

a) estejam cumpridos os requisitos estabelecidos no ponto 1.2.2.1, alineas a), b) e ¢). Se o vazio sanitdrio ndo
for tecnicamente possivel, as exploragdes devem ser submetidas a uma medida alternativa que fornega
garantias quase semelhantes para a extermina¢io do VSMB do ambiente da exploracio;

b) todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas com DMB e todas as outras exploracdes sujeitas
a vazio sanitirio ou a medidas alternativas em conformidade com a alinea a) nas zonas de protecio e
vigilancia estabelecidas tenham sido repovoadas com crustdceos provenientes de Estados-Membros, zonas ou
compartimentos com um estatuto sanitdrio de categoria I, I ou IIl no respeitante 3 DMB;

¢) o repovoamento sé tenha ocorrido depois de todas as exploragdes oficialmente declaradas como infetadas
com DMB terem sido esvaziadas, limpas, desinfetadas e sujeitas a vazio sanitdrio ou a medidas alternativas
em conformidade com a alinea a);

d) nio se tenha detetado a DMB durante o periodo de dois anos subsequente a conclusio das medidas referidas
nas alineas a) e b) e quaisquer suspeitas durante esse perfodo tenham sido excluidas de acordo com os
procedimentos estabelecidos no ponto IL.3.

IL. Métodos de diagnéstico e de amostragem
IL1. Amostras

Amostras de epiderme tegumentar, dissecadas ou contidas em pereiépodes, pleGpodes, partes bucais ou
branquias do animal testado devem ser fixadas em etanol a 95 % antes da preparacdo das amostras para a
realizacdo da PCR com dois passos.

Pode colher-se outras amostras e fixd-las para histologia e microscopia eletrénica de transmissdo a fim de apoiar
os dados de diagnéstico decorrentes da PCR.

I.2.  Métodos de diagnéstico para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a DMB

O método de diagnéstico a utilizar para obter ou manter o estatuto de indemnidade relativamente a DMB, de
acordo com os métodos e procedimentos detalhados constantes do anexo II, parte 6, é a PCR com dois passos.

Caso se obtenha um resultado positivo na PCR com dois passos, o resultado deve ser corroborado com a
sequenciagdo do amplicdo antes de serem aplicadas as medidas iniciais de controlo previstas no artigo 28.c da
Diretiva 2006/88/CE, se possivel em condi¢des préticas através da demonstra¢do dos sinais patognomoénicos de
DMB nos hospedeiros sensiveis selecionados, por histologia e microscopia eletrénica de transmissio.

I.3.  Investigagdo oficial e métodos de diagndstico para excluir a suspeita ou confirmar a presenca de infecdo por
DMB

Sempre que, nos termos do artigo 28.° da Diretiva 2006/88/CE, seja necessdrio confirmar a presenga da infe¢io
por DMB ou excluir uma suspeita dessa infe¢do, devem cumprir-se os seguintes procedimentos de inspecio,
amostragem e andlise:

a) a investigacdo oficial deve incluir pelo menos uma inspecio sanitdria e uma amostragem de 10 crusticeos,
quando se observarem sinais clinicos ou post mortem compativeis com a infe¢dio por DMB, ou de
150 crustdceos quando ndo forem observados aqueles sinais clinicos ou post mortem. As amostras devem ser
analisadas segundo os métodos de diagndstico estabelecidos no ponto II.2. (PCR com dois passos);
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b) considera-se confirmada a presenca da DMB sempre que a PCR com dois passos seguida de sequenciagdo,
recorrendo aos métodos e procedimentos detalhados estabelecidos no anexo II, parte 6, apresentar um
resultado positivo para o VSMB e sempre que estiverem presentes sinais patognomoénicos de DMB nos
hospedeiros selecionados.

A suspeita de DMB pode ser excluida se os referidos testes ndo revelarem mais provas da presenga da DMB.

Quadro 6.A

Sistema de vigilancia para Estados-Membros, zonas e compartimentos para o periodo de controlo de dois anos
que precede a obtencdo do estatuto de indemnidade no que respeita 8 DMB, como referido no ponto 1.2.1

Namero de inspeg¢des clinicas
por ano

Niimero de exames laborato-
riais por ano

Nimero de crusticeos na
amostra

Exploragdes/locais de amostra- 1

gem

1

150

Quadro 6.B

Sistema de vigilincia para Estados-Membros, zonas e compartimentos destinado a manter o estatuto de
indemnidade de DMB, tal como referido no ponto L3

Nivel de risco

Ntmero de inspe¢des sanitd-

Nimero de exames laborato-

Nimero de crusticeos na

rias riais amostra
Elevado 1 vez por ano 1 vez de 2 em 2 anos 150
Médio 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 2 em 2 anos 150
Reduzido 1 vez de 2 em 2 anos 1 vez de 4 em 4 anos 150
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ANEXO 11

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS

L Introducio

O presente anexo estabelece os procedimentos detalhados para os métodos de diagndstico a utilizar nos exames
laboratoriais no dmbito dos programas de erradicagdo e vigilancia estabelecidos no anexo I da presente deciséo,
e para confirmar ou excluir a suspeita da presenca das seguintes doengas ndo exdticas enumeradas no anexo 1V,
parte II, da Diretiva 2006/88/CE (as «doengas enumeradas»), em conformidade com o artigo 57.°, alinea b), da
referida diretiva:

1. Septicemia hemorrdgica viral (SHV) Parte 1
2. Necrose hematopoiética infeciosa (NHI) Parte 1
3. Herpesvirose da carpa koi (HCK) Parte 2
4. Anemia infeciosa do salmio (AIS) Parte 3
5. Infegdo por Marteilia refringens Parte 4
6. Infegdo por Bonamia ostreae Parte 5
7. Doenca da mancha branca (DMB) Parte 6
IL Defini¢des

Para efeitos do presente anexo, por «meio de transporte» entende-se um meio de cultura celular com 10 % de
soro de vitelo e 200 UI de penicilina, 200 pg de estreptomicina e 200 pg de canamicina por mililitro, ou com
outros antibidticos de eficicia comprovada.

PARTE 1

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS PARA A VIGILANCIA E A CONFIRMA(;AO DE NHI E
DE SHV

L Métodos de diagnéstico e procedimentos para a vigilincia de NHI e de SHV

Ao efetuar a amostragem e os exames laboratoriais para efeitos de obtengdo ou manutengdo do estatuto de
indemnidade relativamente & NHI e a SHYV, tal como se estabelece no anexo I, parte 1, secgdo I, utilizando os
métodos de diagnéstico referidos na parte 1, pontos IL1 e II.2, daquele anexo, aplicam-se os métodos de
diagndstico e procedimentos detalhados estabelecidos nos seguintes pontos 1.1 a L6.

L1. Preparagdo e envio das amostras de peixes
I.1.1.  Tecidos para exame viroldgico em cultura celular

Antes do envio ou da transferéncia para o laboratério, devem extrair-se dos peixes, com o auxilio de
instrumentos de dissecagdo esterilizados, partes dos 6rgdos a examinar, que devem ser transferidas para tubos
de plastico esterilizados contendo meio de transporte.

A quantidade de material de peixe adequado para o exame viroldgico em cultura celular ou por RT-qPCR
depende do tamanho do peixe. Assim, os tecidos a amostrar serdo a totalidade do alevim (comprimento do
corpo < 4 cm), as visceras, incluindo o rim (4 cm < comprimento do corpo < 6 cm), ou, para peixes maiores, 0
rim, o bago, o corag¢do efou o encéfalo, assim como o fluido ovariano de reprodutores aquando da desova.

Pode recolher-se fluido ovariano ou seminal ou pedagos de 6rgdos de, no maximo, 10 peixes para um tubo
esterilizado contendo pelo menos 4 ml de meio de transporte, constituindo uma amostra agregada. O tecido de
cada amostra deve pesar, no minimo, 0,5 g.

O exame viroldgico em cultura celular deve ser iniciado logo que possivel e o mais tardar 48 horas apés a
colheita de amostras. Em casos excecionais, o exame virolgico pode ter inicio, o mais tardar, 72 horas apds a
colheita, na condi¢gdo de o material a examinar estar protegido por meio de transporte e de terem sido
respeitadas as condi¢des de temperatura exigidas durante o transporte.
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1.1.2.  Amostras para a andlise por reacdo da transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR
ou RT-qPCR)

As amostras devem ser colhidas de peixes em conformidade com o procedimento descrito no ponto 1.1.1
usando um instrumento esterilizado e transferidas para um tubo de pléstico esterilizado contendo meio de
transporte. Pode juntar-se no mesmo tubo tecidos provenientes de 10 peixes, constituindo assim uma amostra
agregada. No entanto, se a quantidade de indculo for reduzida, pode usar-se tecidos de um méximo de cinco
peixes. Alternativamente, as amostras podem ser agregadas em reagentes estabilizadores de ARN, por exemplo
0,2 g de tecido/ml de reagente, de acordo com as recomendagdes do fabricante, embora cada peixe deva ser
processado individualmente e ndo deva ser agregado nas amostras em virtude da reduzida quantidade de
material a usar para a extracdo.

Também pode enviar-se ao laboratério peixes inteiros.

L.2. Expedicdo das amostras de peixes

Os tubos com tecidos de peixes em meio de transporte para cultura celular ou andlise por RT-PCR/RT-qPCR
devem ser colocados em recipientes isolados, como caixas de poliestireno de paredes espessas, com uma
quantidade de gelo suficiente ou um meio alternativo com o mesmo efeito refrigerante, a fim de assegurar a
refrigeracdo das amostras durante o transporte para o laboratério. Deve no entanto evitar-se a congelacdo das
amostras. A temperatura da amostra durante o transporte ndo deve, em caso algum, exceder 10 °C, devendo a
caixa conter ainda gelo a chegada ou um ou mais blocos encontrar-se ainda parcial ou totalmente congelados.

Podem também ser enviados para o laboratério peixes inteiros, se puderem ser respeitadas as condicdes de
temperatura exigidas durante o transporte, tal como se referem no primeiro pardgrafo. Os peixes inteiros devem
ser embrulhados em papel absorvente, devendo depois ser expedidos em sacos de plastico. Também podem ser
enviados peixes vivos.

L.3. Colheita de material de diagndstico complementar

Sempre que o laboratério de diagndstico o aprovar, podem também ser colhidos e preparados para exames
complementares outros tecidos de peixes.

L.4. Preparagdo das amostras para exame de cultura celular e RT-gPCR
1.4.1. Congelacdo em casos excecionais

Sempre que surjam dificuldades de ordem prética que impossibilitem o processamento das amostras nas 48
horas subsequentes a colheita dos tecidos de peixes, pode congelar-se estes dltimos em meio de transporte a
uma temperatura igual ou inferior a — 20 °C, efetuando-se o exame viroldgico no prazo de 14 dias. No entanto,
os tecidos de peixes s6 podem ser congelados e descongelados uma vez antes do exame. Devem manter-se
registos com pormenores sobre os motivos para cada congelagdo de amostras de tecidos de peixes.

1.4.2. Homogeneizagio dos érgdos

No laboratério, os tecidos de peixes dos tubos devem ser completamente homogeneizados num digestor,
misturador ou almofariz e pildo com areia esterilizada, e em seguida suspensos no meio de transporte original.

Caso a amostra seja constituida por um peixe inteiro com menos de 4 cm de comprimento, a amostra deve ser
picada com uma tesoura ou um bisturi esterilizados apds remogdo da parte do corpo posterior a cloaca. Caso a
amostra seja constituida por um peixe inteiro de comprimento compreendido entre 4 e 6 cm, devem colher-se
as visceras, incluindo os rins. Se a amostra for constituida por um peixe inteiro com mais de 6 cm de
comprimento, as amostras de tecidos sdo colhidas em conformidade com o ponto L.1. As amostras de tecido
devem ser picadas com tesouras ou bisturis esterilizados, homogeneizadas do modo descrito supra e suspensas
em meio de transporte.

A proporgio final entre o material tecidular e o meio de transporte deve ser ajustada a 1:10 no laboratério.

1.4.3.  Centrifugagdo do homogeneizado

O material homogeneizado deve ser centrifugado a 2 000-4 000 x g durante 15 minutos, numa centrifugadora
refrigerada a 2-5 °C; o sobrenadante é recolhido e pode ser tratado com antibidticos, durante quatro horas a
15 °C ou até ao dia seguinte entre 4 e 8 °C. Se a expedi¢do da amostra tiver sido efetuada em meio de
transporte, pode dispensar-se o tratamento do sobrenadante com antibiéticos.

Caso surjam problemas praticos, como, por exemplo, avaria da estufa ou problemas com as culturas celulares,
que impossibilitem a inoculagio das células nas 48 horas seguintes a colheita das amostras de tecidos de peixes,
pode proceder-se a congelagio do sobrenadante a — 80 °C, devendo o exame viroldgico ser realizado nos 14
dias que se seguem.
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Se o sobrenadante for armazenado a — 80 °C no prazo de 48 horas apds a colheita da amostra, pode ser
descongelado e reutilizado uma tinica vez para exame virol4gico.

Antes da inoculagdo das células, o sobrenadante deve ser misturado em partes iguais com uma mistura
devidamente diluida de antissoros dos serétipos indigenas do virus da necrose pancredtica infeciosa (NPI) e
incubado assim durante, no minimo, uma hora a 15 °C ou, no médximo, 18 horas a 4 °C. O titulo do antissoro
deve ser de, pelo menos, 1: 2 000 num teste de neutraliza¢io com placas a 50 %.

O tratamento de todos os indculos com antissoro do virus da NPI tem por objetivo a prevengdo do desenvol-
vimento do efeito citopatico (ECP) devido ao virus da NPI nas culturas celulares inoculadas. Tal reduzird a
duragdo dos exames viroldgicos e o niimero de casos em que a ocorréncia de ECP poderia ser considerada
potencialmente indicativa do VSHV ou do VNHL

Caso as amostras provenham de unidades de produgio consideradas indemnes de NPI, pode omitir-se o
tratamento dos in6culos com antissoro do virus dessa doenca.

1.4.4.  Preparagdo das amostras para os programas de vigilincia baseados na RT-PCR e na RT-qgPCR

Se as amostras tiverem sido colhidas em meio de transporte, deve efetuar-se o procedimento referido nos
pontos 1.4.2 e 1.4.3. Apés a centrifugacdo, recolhe-se o sobrenadante e extrai-se o ARN. Se ndo se proceder a
continuacdo do exame logo apds a centrifugacdo, as amostras devem ser imediatamente congeladas a uma
temperatura igual ou inferior a — 20 °C.

Para a andlise dos tecidos de peixes conservados em reagente estabilizador de ARN, a andlise subsequente deverd
ser efetuada dentro dos prazos mencionados a seguir, em funcio da temperatura de armazenagem das amostras:

amostras armazenadas a 37 °C: um dia;

amostras armazenadas a 25 °C: uma semana;
amostras armazenadas a 4 °C: um més;

amostras armazenadas a — 20 °C: indefinidamente.

As amostras combinadas em reagente estabilizador de ARN devem ser tratadas como as amostras simples em
reagente estabilizador de ARN. Para as amostras combinadas em reagente estabilizador de ARN, a quantidade de
amostra ndo deve exceder a recomendada pelo fabricante para a extracdo com kits de ARN, como por exemplo
RNeasy Mini kits (Qiagen) ou semelhantes. Se forem agrupadas amostras de maior dimensdo, os kits ou métodos
de extracio devem refletir este agrupamento.

As amostras colhidas em reagentes estabilizadores de ARN ndo devem ser usadas para a cultura celular.

1.4.5.  Agregacdo de amostras para RT-qPCR

Uma vez que os protocolos dados para a RT-qPCR tém sensibilidade igual ou superior aos métodos de cultura
celular, pode ser aceitdvel usar o sobrenadante de material homogeneizado de tecidos de peixes de um agregado
de 6rgdos provenientes de até 10 peixes em meio de cultura celular para PCR. Todavia, devido ao inéculo muito
mais reduzido usado para a PCR em comparacdo com a cultura celular, todos os tecidos de peixes devem ser
cuidadosamente homogeneizados antes de recolher o material para a extracio.

Deve igualmente aplicar-se 0 mesmo principio se as amostras tiverem sido colhidas em reagentes estabilizadores
de ARN. No entanto, nesse caso é frequentemente dificil recolher material representativo de até 10 peixes num
tubo, pelo que o niimero de peixes por agregado pode ser reduzido para 2 a 5.

L5. Exame viroldgico em cultura celular
[.5.1.  Culturas celulares e meios

As células de alevim de perca-azul, linhagem celular 2 (BF-2), ou células de génadas de truta arco-iris, linhagem
celular 2 (RTG-2), bem como células de Epithelioma papulosum cyprini (EPC) ou de vairdo-de-cabega-grande
(FHM), sdo cultivadas entre 20 e 30 °C em meios adequados, designadamente meio minimo essencial (MEM) da
Eagle, ou variantes deste tltimo, com um suplemento de 10 % de soro fetal de bovino e antibidticos em concen-
tracdes padrio.
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Se as células forem cultivadas em tubos fechados, recomenda-se que o meio seja tamponado com bicarbonato.
O meio utilizado para a cultura celular em unidades abertas pode ser tamponado com tris(hidroximetil)
aminometano-HCl (tris-HCl) (23 mM) e bicarbonato de sédio (6 mM). O pH deve ser de 7,6 = 0,2.

As culturas celulares a usar para inoculagio com material de tecidos de peixes devem ser células jovens,
normalmente com um dia, em monocamada, sempre que possivel; pode, no entanto, aceitar-se um intervalo
entre 4 e 48 horas. As células devem estar em crescimento ativo quando da inoculagio.

1.5.2.  Inoculagdo das culturas celulares

A suspensido de tecidos de 6rgdos tratados com antibidticos deve ser inoculada em culturas celulares com duas
concentragdes, isto é, a concentra¢io original e a diluicdo desta a 1:10, com dilui¢Ges finais de material tecidular
em meio de cultura celular de 1:100 e de 1:1 000, respetivamente, de modo a evitar a interferéncia de
homélogos. Devem ser inoculadas pelo menos duas linhagens celulares, tal como se refere no ponto 1.5.1. A
relacio entre o volume de inéculo e o volume de meio de cultura celular deve ser préxima de 1:10.

Para cada dilui¢do e cada linhagem celular, deve utilizar-se uma 4rea celular minima de cerca de 2 cm?, corres-
pondente a um pogo numa placa para cultura celular com 24 pogos. Sempre que possivel, devem usar-se placas
para culturas celulares.

.5.3.  Incubagdo das culturas celulares

As culturas celulares inoculadas devem ser incubadas a 15 °C durante sete a 10 dias. Se a cor do meio da
cultura celular mudar de vermelho para amarelo, indicando uma acidificagio do meio, deve proceder-se a um
ajustamento do pH com uma solucdo estéril de bicarbonato ou uma substincia equivalente, de modo a
assegurar a sensibilidade das células a infegdo pelo virus.

Com uma frequéncia minima semestral, ou no caso de se suspeitar de um decréscimo da sensibilidade das
células, deve efetuar-se uma titulagdo das quantidades congeladas de VSHV e de VNHI, de modo a verificar a
sensibilidade das culturas celulares a infe¢do. Deve usar-se, se possivel, o procedimento referido na secgdo IIL

1.5.4.  Microscopia

As culturas celulares inoculadas devem ser inspecionadas regularmente, pelo menos trés vezes por semana, com
uma ampliagdo de 40-150 x, para a pesquisa de ECP. Caso seja observado um ECP evidente, devem iniciar-se de
imediato os procedimentos de identificacdo do virus, em conformidade com o ponto L6.

1.5.5.  Subcultura

Caso ndo tenham ocorrido ECP apds a primeira incubacdo de sete a 10 dias, procede-se a subcultura para
culturas celulares recentes, utilizando uma drea celular similar a da cultura primaéria.

Sete a 10 dias apds a inoculagdo devem agrupar-se aliquotas do meio (sobrenadante) de todas as culturas ou
pogos que constituem a cultura primdria, de acordo com a linhagem celular. As aliquotas agrupadas sdo entdo
inoculadas em culturas de células homoélogas, sem diluigdo e na diluicio de 1:10 (diluigdes finais do
sobrenadante de 1:10 e de 1:100, respetivamente), como descrito no ponto 1.5.2. Como alternativa, pode
inocular-se diretamente num pogo com uma cultura celular recente aliquotas de 10 % do meio que constitui a
cultura primdria (designado subcultura pogo a poco). A inoculacdo pode ser precedida de pré-incubacio das
dilui¢des com antissoro do virus da NPI a uma dilui¢do adequada, conforme descrito no ponto 1.4.3.

As culturas inoculadas devem ser, em seguida, incubadas durante sete a 10 dias a 15 °C, e inspecionadas como
descrito no ponto L.5.4.

Caso se verifique um ECP tdxico nos primeiros trés dias de incubagdo, deve fazer-se a subcultura nesse
momento, devendo, para tal, as células ser incubadas durante sete dias e subcultivadas de novo, com uma
incubagdo adicional de sete dias. Caso o ECP tdxico surja depois de decorridos trés dias, as células devem ser
replicadas uma vez e incubadas até completar o periodo de 14 dias a contar da inocula¢do primdria. Ndo deve
observar-se qualquer sinal de toxicidade nos sete tltimos dias de incubacio.

Caso, apesar do tratamento com antibidtico, se observe contamina¢io bacteriana, a subcultura deve ser
precedida de centrifugagio a 2 000-4 000 x g, durante 15-30 minutos, a 2-5 °C, ou de filtracio do
sobrenadante com um filtro de 0,45 pm (com membrana de baixa afinidade proteica) ou ambas. Além disso, a
subcultura deve seguir os mesmos procedimentos tal como descritos para o ECP téxico no quarto pardgrafo do
presente ponto.

Se ndo se verificar um ECP, o teste pode ser declarado como negativo.



23.9.2015 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/41

L6. Identificagdo do virus

Caso se tenha observado um ECP numa cultura celular, o meio (sobrenadante) deve ser colhido e analisado,
utilizando uma ou mais das seguintes técnicas: ensaio de imunoabsorc¢io enzimdtica (ELISA), imunofluores-
céncia (IF), neutralizagio, RT-PCR ou RT-qPCR. Se as provas ndo permitirem a identifica¢do definitiva do virus
no prazo de uma semana, o sobrenadante deve ser enviado para o laboratério nacional de referéncia ou para o
laboratério de referéncia da UE para as doengas dos peixes referido no anexo VI da Diretiva 2006/88/CE para
identificacdo imediata.

[6.1. ELISA

Deve realizar-se um teste de anticorpos ELISA de tipo «duplo sanduiche» a fim de identificar o isolado do virus.
As placas de micropogos devem ser revestidas com 50 pl/poco (0,9 pg) de imunoglobulinas (Ig) purificadas da
proteina A, de qualidade comprovada, de antissoro de coelho contra o VNHI ou o VSHV diluido em tampio
carbonato (pH 9,6) com 15 mM de azida de s6dio e incubado de 18 horas a duas semanas a 4 °C.

Numa placa de dilui¢do, cada amostra com 1 % de Triton X-100 e os controlos positivos devem ser diluidos
com solucdo tampio (designadamente tampdo fosfato salino (PBS)-T-BSA, 1 % BSA) em quatro dilui¢des: ndo
diluido, 1:4, 1:16, 1:64. As placas ELISA devem ser lavadas com PBS com 0,05 % Tween-20 (PBS-T) e
transferem-se 50 pl de cada dilui¢do da placa de dilui¢do para a placa ELISA lavada e revestida.

As placas ELISA devem entdo ser incubadas por 30 minutos a 37 °C. As placas sdo a seguir lavadas e incubadas
por 30 minutos a 37 °C com anticorpos monoclonais especificos (designadamente, MAb IP5B11 para a identi-
ficagdo do VSHV, e Hyb 136-3 para o VNHI, respetivamente). Transferem-se para a placa ELISA 50 pl de
anticorpos anti-ratinho de coelho conjugados com peroxidase de rabano (HRP) diluidos a 1:1 000 em PBS-T-
-BSA.

Por fim, ap6s nova lavagem, desenvolvem-se as reagdes com a adi¢do de 50 pl/pogo de orto-fenilenodiamina
(OPD). As placas ELISA sio entdo incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente, no escuro, € a reaco
deve ser interrompida com a adi¢do de 100 pl/poco de H,SO, 0,5 M.

A absorvancia deve ser controlada aos comprimentos de onda de 492 e 620 nm num leitor ELISA. As amostras
devem ser designadas como positivas ou negativas apos a comparagdo dos resultados do teste com os valores da
absorvancia dos controlos positivo e negativo. Em geral, as amostras com uma absorvancia combinada (A)
< 0,5 para o material ndo diluido devem ser consideradas negativas, as amostras com valor A entre 0,5 e 1,0
devem ser consideradas suspeitas e as amostras com A > 1,0 devem ser consideradas positivas.

Pode usar-se outras versdes do teste ELISA com eficdcia comprovadamente semelhante em vez da que se refere
no presente ponto.

1.6.2. Imunofluorescéncia (IF)

A identificacio dos patogénios enumerados VSHV e VNHI deve realizar-se mediante a infecio de células em
placas «Black» de 96 pogos, em placas convencionais de 24 pogos ou em lamelas para placas de 24 pogos.
Quando se identifica o VSHV, o VNHI ou ambos mediante a infe¢do de células em lamelas, deve aplicar-se o
seguinte protocolo:

a) deve proceder-se a sementeira das células nas lamelas a uma densidade que conduza a uma confluéncia entre
60 € 90 % apds 24 horas de cultura. Deve usar-se para este fim, sempre que possivel, células de EPC devido
a sua forte aderéncia a superficies em vidro, mas também se pode utilizar outras linhagens de células, tais
como BF-2, RTG-2 ou FHM. Inoculam-se, em duplicado, 150 pl de sobrenadante de cultura celular, em duas
dilui¢des diferentes (1:10 e 1:1 000), em monocamadas de um dia, que se incubam a 15 °C durante 24
horas;

b) subsequentemente, o meio de cultura celular deve ser removido e as monocamadas de células infetadas sio
fixadas com 0,5 ml de solucdo aquosa de acetona (80 % vol:vol) gelada. A fixacdo deve realizar-se numa hote
de aspiragdo durante 15 minutos a temperatura ambiente, a seguir retira-se a solu¢do de acetona e as lamelas
devem ser secas ao ar durante pelo menos 30 minutos. Nesta fase, as placas sdo processadas imediatamente
ou armazenadas a — 20 °C para uso posterior;

¢) Os anticorpos monoclonais especificos (designadamente, MAb IP5B11 para a identificagdo do VSHV, e Hyb
136-3 para o VNHI, respetivamente) devem ser diluidos em PBST 0,01 M, pH 7,2, na dilui¢do recomendada
pelo fornecedor dos anticorpos monoclonais; adicionam-se 50 a 100 100 pl/poco a monocamada fixada e
incubam-se as placas durante uma hora a 37 °C numa cdmara hiimida;
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d) Lavar cuidadosamente as lamelas trés vezes com PBS com 0,05 % de Tween-20 (PBS-T), removendo
totalmente o tampdo apés o Ultimo enxaguamento. As células devem subsequentemente ser incubadas
durante uma hora a 37 °C com anticorpos contra a imunoglobulina do ratinho conjugados com isotiocianato
de fluoresceina (FITC) — ou isotiocianato de 5-(¢ 6-) tetrametilrodamina — utilizados como anticorpo
primdrio, diluidos de acordo com as instru¢des do fabricante, novamente lavadas com PBS-T e secas. As
culturas coradas devem ser montadas em lamelas com solucdo salina de glicerol e examinadas sob luz
ultravioleta incidente. Utilizar oculares de 10 x ou 12 x e objetivas de 25 x ou 40 x com aberturas
numéricas superiores a 0,7 e 1,3, respetivamente.

Podem ser utilizadas técnicas de IF diferentes no respeitante as culturas celulares, a fixagdo ou aos anticorpos de
qualidade de referéncia, de eficicia comprovadamente semelhante.

1.6.3. Neutralizacio

As células sdo removidas do sobrenadante recolhido por centrifugacdo (2 000-4 000 x g) ou filtragio com um
filtro de membrana (0,45 pm) de baixa adesdo proteica, diluindo em seguida o sobrenadante nas propor¢des de
1:100 e 1:10 000 em meio de cultura celular.

Sdo misturadas aliquotas de, no minimo, duas dilui¢des de sobrenadante e incubadas durante 60 minutos a
15 °C com partes iguais dos seguintes reagentes, separadamente:

a) soro contendo um anticorpo especifico do grupo contra o VSHV, numa dilui¢do de 1:50 (vol:vol);
b) soro contendo um anticorpo especifico do grupo contra o VNHI, numa dilui¢do de 1:50 (vol:vol);

¢) mistura de antissoros contra os serétipos indigenas do virus da NPI, numa dilui¢do de 1:50 (vol:vol);
d) meio simples (controlo positivo).

A partir de cada mistura de soro e de sobrenadante com virus sio inoculadas pelo menos duas culturas
celulares, com 50 pl cada uma, seguidamente incubadas a 15 °C. O desenvolvimento do ECP deve ser verificado
tal como descrito no ponto 1.5.4.

As estirpes e os isolados de VSHV que néo reagem nos testes de neutralizacdo devem ser identificados por IF ou
por ELISA.

Pode utilizar-se outros testes de neutralizagdo de eficicia comprovadamente semelhante.

1.6.4. RT-PCR/RT-qPCR
1.6.4.1. Preparagio do ARN viral

Todo o trabalho com o ARN deve realizar-se sobre gelo e usando luvas.

O ARN deve ser extraido pelo método do fenol-cloroférmio ou por coluna de afinidade para ARN, de acordo
com as instru¢des do fabricante. Pode usar-se os kits de extragdo de ARN disponiveis comercialmente que
produzem ARN de elevada qualidade adequado para utilizagio nos protocolos de RT-PCR especificados nos
pontos infra.

O ARN deve ser ressuspenso em dgua isenta de ARNase (ou seja, dgua tratada com pirocarbonato de dietilo a
0,1 %) ou um tampdo de elui¢do adequado.

[.6.4.2. RT-PCR
Para a detecdo do VNHI, devem usar-se os seguintes oligonucledtidos iniciadores:
Oligonucledtido iniciador direto 5'-AGA-GAT-CCC-TAC-ACC-AGA-GAC-3';
Oligonucledtido iniciador reverso 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3'.
Devem usar-se os seguintes ciclos (RT-PCR de um s passo): 1 ciclo: 50 °C durante 30 minutos; 1 ciclo: 95 °C
durante 2 minutos; 30 ciclos: 95 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 60
segundos; 1 ciclo: 72 °C durante 7 minutos e imersdo a 4 °C.
Para a detecdo do VSHV, devem usar-se os seguintes oligonucleétidos iniciadores:
VN For 5'-ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG-3';

VN Rev 5'-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3".
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Devem usar-se os seguintes ciclos (RT-PCR com um tinico passo): 50 °C durante 30 minutos, 95 °C durante 15
minutos, 35 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos ¢ a 68°C durante 60 segundos.
Subsequentemente, a reagdo deve ser mantida a 68°C durante 7 minutos.

A quantidade e especificidade das reagdes de RT-PCR devem ser avaliadas por eletroforese em gel de agarose a
1,5 % com brometo de etidio e observada por transiluminagdo UV. Pode observar-se para o VNHI um amplicdo
de PCR com 693 pares de bases (pb). Para o VSHV, a dimensdo serd 505 pb.

Os resultados da PCR podem variar dependendo das condigdes de realizagdo, designadamente os protocolos
térmicos podem carecer de otimiza¢do, dependendo do termociclador usado. Além disso, podem ocorrer falsos
resultados positivos em virtude de um erro de emparelhamento do iniciador ou de contaminagio laboratorial.
Assim, para evitar quaisquer dividas, devem incluir-se controlos positivos e negativos adequados e amplicdes
sequenciados. Para os oligonucledtidos iniciadores do VSHYV, deve ter-se um especial cuidado ao usar células BF-
-2, dado que os iniciadores podem reagir com o ADN/ARN da linhagem celular produzindo falsos resultados
positivos de tamanho semelhante. Ao testar o sobrenadante de células BF-2, todos os fragmentos amplificados
por PCR devem ser sequenciados.

1.6.4.3. RT-qPCR para o VSHV
Para o VSHV, a amplificacdo deve realizar-se com os seguintes oligonucledtidos iniciadores e a seguinte sonda:
Oligonucledtido iniciador direto: 5'-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3';
Oligonucledtido iniciador reverso: 5'-TCT-GCG-ATC-TCA-GTC-AGG-ATG-AA-3;
Sonda: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQ1.

RT-qPCR de um s6 passo:

Em cada placa devem incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Condi¢des dos ciclos: 50 °C durante 30
minutos, 95 °C durante 15 minutos, 40 ciclos a 94 °C durante 15 segundos, a 60 °C durante 40 segundos ¢ a
72 °C durante 20 segundos; ajustar caso necessdrio. Pode utilizar-se outras versdes de RT-PCR ou RT-qPCR de
eficdcia comprovadamente semelhante.

1.6.4.4. RT-qPCR para o VNHI
Para o VNHI, a amplificagdo deve realizar-se com os seguintes oligonucledtidos iniciadores e a seguinte sonda:
Oligonucledtido iniciador direto: 5'- AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3;
Oligonucledtido iniciador reverso: 5'- TTCTTTGCGGCTTGGTTGA — 3';
Sonda: 5 6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.
RT-qPCR de dois passos:

Dado que o ensaio indicado a seguir depende de uma amplificagdo em dois passos, deve ter-se um especial
cuidado ao manipular os tubos de uma reagdo para a outra, a fim de prevenir a contaminagio.

Condigdes dos ciclos (apds o passo de RT): 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos a 95 °C durante 15 segundos e a 60 °C durante 1 minuto; devem fazer-se os ajustamentos que se julguem
necessarios.

Pode utilizar-se outras versdes de RT-PCR ou RT-gPCR de eficicia comprovadamente semelhante.
IL Métodos de diagndstico e procedimentos detalhados para a confirmagdo ou a exclusio da suspeita de SHY, de NHI
ou de ambas em caso de suspeita de surto

Sempre que for necessario um exame laboratorial para confirmar ou excluir a presenca de NHI, de SHV ou de
ambas, em conformidade com o artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE, recorrendo aos métodos de
diagnéstico estabelecidos no anexo I, parte 1, ponto II.3, deve aplicar-se os seguintes métodos de diagndstico e
procedimentos detalhados:

a) isolamento convencional do virus, seguido de neutralizagio seroldgica, identificacdo imunoquimica ou
molecular do virus;

b) detegdo do virus por RT-PCR ou RT-qPCR;

¢) outras técnicas de diagndstico, como IFAT, ELISA, RT-PCR, THC.
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I.1.  Isolamento convencional do virus com posterior identificagdo do mesmo
I.1.1. Selecdo das amostras

Devem ser selecionados para exame, pelo menos, 10 peixes que apresentem sinais tipicos de NHI ou de SHV.

I.1.2. Preparagdo e envio das amostras de peixes

A preparagio e o envio para efeitos do isolamento convencional do virus deve seguir os métodos e procedi-
mentos estabelecidos no ponto 1.2.

I1.1.3. Colheita de material de diagnéstico complementar

A colheita de material complementar para efeitos do isolamento convencional do virus deve seguir os métodos
e procedimentos estabelecidos no ponto 3.

I.1.4. Preparagio das amostras para exame de cultura celular

A preparacdo das amostras para exame de cultura celular para efeitos do isolamento convencional do virus deve
seguir os métodos e procedimentos estabelecidos no ponto 1.4.

I.1.5. Exame viroldgico em cultura celular

O exame viroldgico para efeitos do isolamento convencional do virus deve seguir os métodos e procedimentos
estabelecidos no ponto L.5.

.1.6. Identificagdo do virus
A identificacdo do virus para efeitos do isolamento convencional do virus deve seguir os métodos e procedi-
mentos estabelecidos no ponto L6.

I.2.  Detecdo do virus por RT-gPCR

[.2.1. Sele¢do das amostras

A selegdo das amostras para efeitos da detecdo do virus por RT-qPCR deve seguir os métodos e procedimentos
estabelecidos no ponto 1.1.2.

I.2.2.  Preparagio e envio das amostras de peixes

A preparagdo e envio das amostras para efeitos da detecio do virus por RT-qPCR deve seguir os métodos e
procedimentos estabelecidos no ponto L.2.

11.2.3. Colheita de material de diagnéstico complementar

A colheita de material de diagndstico complementar para efeitos da dete¢do do virus por RT-qPCR deve seguir
os métodos e procedimentos estabelecidos no ponto 1.3.

1.2.4. Preparagio das amostras para RT-qPCR

A preparagio das amostras para efeitos da detecdo do virus por RT-qPCR deve seguir os métodos e procedi-
mentos estabelecidos no ponto 1.6.4.1.

I1.2.5. RT-gPCR

A detecdo do virus por RT-gPCR deve seguir os métodos e procedimentos estabelecidos nos pontos 1.6.4.1,
1.6.4.3 e 1.6.4.4.

I.3.  Outras técnicas de diagndstico

Os sobrenadantes preparados tal como descrito no ponto 1.4.3 podem ser submetidos a um ensaio ELISA, ao
teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT) ou a RT-PCR de acordo com os pontos 1.6.1, 1.6.2 ou 1.6.4, respeti-
vamente. O material tecidular pode ser submetido a outras técnicas de diagndstico, como IFAT em sec¢des
congeladas ou provas imuno-histoquimicas em tecidos fixados com formalina. Estes métodos rapidos devem ser
complementados por um exame virolégico de acordo com o ponto II, alinea a) ou alinea b), até 48 horas depois
da colheita de amostras, caso:

a) deem origem a um resultado negativo; ou

b) deem origem a um resultado positivo em amostras que representem o primeiro caso de NHI ou de SHV.
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1L Procedimento de titulagio para verificar a suscetibilidade das culturas celulares a infecio

Sempre que se recorrer a titulagdo para verificar a suscetibilidade das culturas celulares a infegdo, tal como
referido no ponto 1.5.3, devem seguir-se os procedimentos estabelecidos nos pardgrafos seguintes.

Deve utilizar-se, pelo menos, dois isolados de VSHV e um isolado de VNHI Os isolados devem representar o
principal grupo de virus de ocorréncia na UE, ou seja, no caso do VSHV, um isolado patogénico da truta arco-
-iris em dgua doce e um isolado patogénico do pregado; no caso do VNHI, uma estirpe patogénica da truta
arco-iris da Unido Europeia. Deve utilizar-se isolados perfeitamente definidos dos Estados-Membros. Procede-se
a propagacdo em recipientes de cultura de lotes de virus com um niimero reduzido de repicagens em células de
BF-2 ou RTG-2, no caso do VSHV, e em células de EPC ou FHM, no caso do VNHI. Deve utilizar-se um meio de
cultura celular contendo, no minimo, 10 % de soro. Deve utilizar-se uma MOI reduzida para inoculagio (< 1).

Para um ECP total, o virus é colhido por centrifugacio a 2 000 x g, durante 15 minutos, do sobrenadante da
cultura celular, sendo de seguida esterilizado por filtragdo através de um filtro de membrana de 0,45 pm e
distribuido por tubos criogénicos rotulados. O virus deve ser conservado a — 80 °C.

Uma semana apés a congelagdo, o conteddo de trés recipientes contendo cada um dos virus deve ser
descongelado com dgua fria e titulado quanto as respetivas linhagens celulares. Cada isolado de virus deverd ser
descongelado e titulado com uma frequéncia pelo menos semestral ou no caso de se suspeitar uma reducio da
suscetibilidade de uma linhagem celular.

Os procedimentos de titulagio devem ser descritos em pormenor, devendo seguir-se sempre o mesmo
procedimento.

A titulagio por diluicdo final deverd incluir, no minimo, seis réplicas em cada dilui¢do. Os titulos devem ser
comparados com titulos anteriormente obtidos. Caso o titulo de algum dos trés isolados de virus desca duas
unidades ou mais, numa escala logaritmica, abaixo do titulo inicial, a linhagem celular em causa deverd deixar
de ser utilizada para efeitos de vigilancia.

Caso coexistam no laboratério diversas linhagens celulares, cada linhagem deve ser examinada separadamente.

Devem manter-se registos por um periodo minimo de 10 anos.

PARTE 2

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS PARA A VIGILANCIA E A CONFIRMACAO DE
HERPESVIROSE DA CARPA KOI (HCK)

L Métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados para a confirmacio da presenca ou a exclusdo da suspeita de
HCK

Sempre que for necessdrio um exame laboratorial para confirmar a presenca ou excluir a suspeita de HCK, em
conformidade com o artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE, recorrendo aos métodos de diagndstico
estabelecidos no anexo I, parte 2, secgdo III, devem aplicar-se os métodos de diagnéstico e procedimentos
detalhados constantes dos pontos 1.1 e 1.2.

L1 Preparagdo das amostras de peixes

Para efeitos de diagndstico, pode usar-se os peixes (enviados vivos ou mortos e embalados separadamente em
contentores asséticos selados) ou, alternativamente, os 6rgdos ou partes de 6rgios congelados conservados em
etanol a 80 %-100 % ou em meio de transporte viral (a processar no prazo de 48 horas apés a colheita) para os
ensaios com métodos baseados na PCR convencional ou na gPCR.

Para a detecdo do herpesvirus da carpa koi (HVCK), devem colher-se as brinquias e os rins; além disso, pode
ainda incluir-se, numa amostra adicional separada, o baco, o encéfalo e o intestino. Em casos agudos, pode
agregar-se materiais tecidulares de até cinco peixes.

Pode também usar-se, em certos casos, amostras ndo letais, como sangue, esfregagos das branquias, biopsias das
branquias, esfregaco de mucosidade (designadamente, podem usar-se, em caso de suspeita da presenca de HVCK,
peixes muito valiosos).

L1.1.  Extracio de ADN

O ADN deve ser extraido de acordo com procedimentos padrio.

Pode usar-se os kits de extracio de ADN disponiveis comercialmente que produzem ADN de elevada qualidade
adequado para utilizacdo nos protocolos de PCR referidos no ponto L.2.
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1.2. Detegdo e identificacdo do agente através de métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
[2.1. qPCR para detecio do HVCK

Para a detecio do HVCK por qPCR, usa-se o seguinte ensaio de PCR:

Oligonucledtido iniciador direto (HVCK-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3';

Oligonucledtido iniciador reverso (HVCK-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3;

Sonda (HVCK-109p): 5'-FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Condigdes dos ciclos: um ciclo a 95 °C durante 15 minutos, seguido de 40 ciclos a 94 °C durante 15 segundos
e a 60 °C durante 60 segundos. Em cada placa deve incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Pode
contudo utilizar-se outras versdes da qPCR de eficicia comprovadamente semelhante.

[.2.2.  PCR convencional para detecio do HVCK

Deve usar-se o ensaio descrito no presente ponto que tem por alvo o gene da timina quinase (TK). No entanto,
pode usar-se outros ensaios de PCR com sensibilidades e especificidades comprovadamente semelhantes ao
ensaio descrito.

Oligonucledtido iniciador direto (HVCK-TKI): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3';
Oligonucledtido iniciador reverso (HVCK-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3'.

Condigdes dos ciclos: um ciclo a 95 °C durante 5 minutos seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 30 segundos,
52 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 1 minuto e um ciclo a 72 °C durante 10 minutos. A dimensdo do
produto deveria ser 409 pb.

Os resultados da PCR podem variar dependendo das condigdes de realizacio, designadamente os protocolos
térmicos podem carecer de otimizac¢do, dependendo do termociclador usado. Além disso, podem ocorrer falsos
resultados positivos em virtude de um erro de emparelhamento do iniciador ou de contaminagdo. Em cada
placa devem incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Pode contudo utilizar-se outras versdes da PCR
de eficacia comprovadamente semelhante.

A primeira detecdo numa zona deve ser confirmada por sequenciagio ou enviada para um laboratdrio nacional
de referéncia ou para o laboratério de referéncia da UE para as doengas dos peixes referido no anexo VI da
Diretiva 2006/88/CE para identificagdo imediata.

1. Métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados para a vigilancia da HCK

Ao efetuar a amostragem e os exames laboratoriais para efeitos de obtencio ou manutencio de determinados
estatutos sanitdrios relativamente a HCK, tal como se estabelece no anexo I, parte 2, seccdo I, utilizando os
métodos de diagndstico referidos na parte 2, secgdes Il ou III, daquele anexo, aplicam-se os métodos de
diagnéstico e procedimentos detalhados estabelecidos nos seguintes pontos IL.1 e II.2.

I.1.  Preparagdo das amostras de peixes

Se possivel, devem amostrar-se os peixes mantidos por um periodo prolongado no intervalo de temperaturas
que favorece a presenga do virus, designadamente duas a trés semanas entre 15 e 26 °C. Se possivel, as amostras
devem ser colhidas decorridas 24 horas, mas nunca mais de 72 horas, apds priticas de gestdo que possam
reativar o virus nos peixes com estatuto de portador, como sejam a captura em rede ou o transporte, a fim de
aumentar as hipéteses de dete¢do do HVCK.

Para efeitos da vigilancia da HCK, os peixes podem ser enviados vivos ou mortos e embalados separadamente
em contentores asséticos selados ou, alternativamente, podem usar-se nos ensaios com métodos baseados na
PCR oérgidos ou partes de 6rgdos congelados conservados em dlcool a 80 %-100 % ou em meio de transporte
viral (a processar no prazo de 48 horas apds a colheita). Para a vigilancia da HCK, devem colher-se os tecidos
das branquias e dos rins.

Para efeitos da vigilancia da HCK, deve evitar-se, sempre que possivel, a agregagdo de amostras. Se for necessaria
essa agregacio, pode agregar-se tecidos de um mdximo de dois peixes. As amostras de maiores dimensdes
devem ser homogeneizadas com almofariz e pilio ou num digestor, retirando-se subamostras para a extragdo do
ADN antes da clarificagdo. Em alternativa, pode colher-se subamostras de cada tecido incluido na amostra que
se colocam em tubos de lise.
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IL.1.1. Extracio de ADN

O ADN deve ser extraido de acordo com procedimentos padrio. Pode usar-se os kits de extragio de ADN
disponiveis comercialmente que produzem ADN de elevada qualidade adequado para utilizagdo nos protocolos
de PCR referidos no ponto II.2.

A razdo aceitdvel entre o tecido e o meio é de 1:9 p/v. Devem usar-se nos testes entre 20 e 25 mg de material
tecidular.
I.2.  Vigilincia da HCK por métodos baseados na PCR

Para a vigilancia do HVCK, deve usar-se a qPCR. Se surgirem amostras positivas numa zona que anteriormente
ndo estava confirmada como positiva, os resultados dos testes devem ser confirmados:

a) por sequenciagdo de um produto de PCR ou de PCR com iniciadores internos obtido a partir da amostra.

A sequéncia de consenso limpa obtida deve corresponder (pelo menos em 98 %) a estas sequéncias de
referéncia.

b) ou, em alternativa, as amostras podem ser enviadas para um laboratério nacional de referéncia para
confirmacio.

[.2.1. gPCR para detecdo do HVCK
Deve usar-se a qPCR descrita a seguir:
Oligonucledtido iniciador direto (HVCK-86f): 5'-GACGCCGGAGACCTTGTG-3';
Oligonucledtido iniciador reverso (HVCK-163r1): 5'-CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT-3;
Sonda (HVCK-109p): 5'-FAM-CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG-3'.

Condigdes dos ciclos: um ciclo a 95 °C durante 15 minutos, seguido de 50 ciclos a 94 °C durante 15 segundos
e a 60 °C durante 60 segundos.

Os resultados da qPCR podem variar dependendo das condigdes de realizagdo, designadamente os protocolos
térmicos podem carecer de otimizacdo, dependendo do termociclador usado. Além disso, podem ocorrer falsos
resultados positivos em virtude de um erro de emparelhamento do iniciador ou de contaminacio laboratorial.
Em cada placa devem incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Pode contudo utilizar-se outras versdes
da gPCR de eficdcia comprovadamente semelhante.

1.2.2.  PCR convencional para confirmagio da dete¢do do HVCK

Para a confirmagio da presenca da infecdo com o HVCK, deve usar-se a PCR com iniciadores internos genérica
descrita no seguinte quadro 2.1, seguida de sequencia¢io do produto amplificado.

Quadro 2.1

Oligonucledtidos iniciadores e condicdes para o ensaio de PCR com iniciadores internos que tem por
alvo todos os herpesvirus ciprinideos (CyHV-1, CyHV-2 e CyHV-3)

Nome do oligonu- Dimensio do

cledtido iniciador Sequéncia Condigdes dos ciclos produto
CyHVpol-direto 5'-CCAGCAACATGTGCGACGG-3’ Primeira série de PCR
1 ciclo:
95°C durante 2 minutos
40 ciclos:
95°C durante 30 segundos 362 pb

CyHVpol—reverSO 5’—CCGTARTGAGAGTTGGCGCA—3’ 55°C durante 30 Segundos
72°C durante 45 segundos
1 ciclo:

72°C durante 10 minutos
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Nome do oligonu- Dimensdo do

cledtido iniciador Sequéncia Condigdes dos ciclos produto
CyHiVpol-nterno | 5, A cGGVGGYATCAGCCC-3" Segunda série de PCR
direto
1 ciclo:
95°C durante 2 minutos
40 ciclos:
95°C durante 30 segundos 339 pb

CyHVpol-interno
reverso

5/-GAGTTGGCGCAYACYTTCATC-3/ | 55°C durante 30 segundos
72°C durante 45 segundos

1 ciclo:

72°C durante 10 minutos

Os resultados da PCR podem variar dependendo das condigdes de realizagdo, designadamente os protocolos
térmicos podem carecer de otimizac¢do, dependendo do termociclador usado. Além disso, podem ocorrer falsos
resultados positivos em virtude de um erro de emparelhamento do iniciador ou de contaminacio laboratorial.
Em cada placa devem incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Pode utilizar-se outras versdes da PCR
de eficdcia comprovadamente semelhante.

A sequenciacdo pode ser realizada pelo laboratério ou por empresas externas especializadas na sequenciagdo. Os
resultados da sequenciagio devem ser analisados alinhando as sequéncias com as sequéncias de referéncia
conhecidas do HVCK (c6digos de registo Gen Bank AP008984, DQ657948 e DQ177346). A sequéncia de
consenso limpa obtida deve corresponder, pelo menos em 98 %, a estas sequéncias de referéncia.

PARTE 3

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS PARA A VIGILANCIA E A CONFIRMACAO DA
ANEMIA INFECIOSA DO SALMAO (AIS)

L Procedimentos de amostragem para a vigilincia e o controlo da AIS

Ao efetuar a amostragem e os exames laboratoriais no d4mbito dos programas de vigilancia ou de erradicagdo
estabelecidos no anexo I, parte 3, ou para confirmar ou excluir a presenga de AIS em conformidade com o
artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE, deve aplicar-se os métodos e procedimentos detalhados
constantes dos pontos I.1, 1.2 e .3 da presente secgdo.

L1 Preparagdo das amostras de peixes

Para efeitos dos exames laboratoriais para detetar a presenca de AIS, sempre que possivel as amostras de peixes
ndo devem ser agregadas. No entanto, para fins de vigildncia da AIS, ¢ aceitdvel a agregagdo de 2 a 5 peixes.

Deve colher-se amostras de todos os peixes amostrados para a analise por reacdo da transcriptase reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Com o auxilio de um instrumento estéril, remover um
pedago de rim médio do peixe e transferir para um tubo de microcentrifuga contendo 1 ml de solugdo de
conservacdo de ARN de eficicia comprovada. Pode juntar-se no mesmo tubo com solugdo de transporte tecidos
provenientes de cinco peixes, constituindo assim uma amostra agregada. A massa de tecido numa amostra
devera ser de 0,5 g. Se os peixes forem demasiado pequenos para obter uma amostra com a massa pretendida,
pode recolher-se, por ordem de preferéncia, pedagos de rim, coragdo, baco, figado e cego pilérico, até perfazer
0,5g.

Os tecidos para o exame histoldgico devem provir apenas de peixes mortos recentemente, com uma
constituicio normal, que apresentem sinais clinicos ou necrépsicos compativeis com a ocorréncia da AIS. Deve
colher-se, com o auxilio de um bisturi, amostras de quaisquer lesdes externas ou internas, bem como, de forma
sistemadtica, amostras de rim médio, coracdo, figado, pancreas, cloaca, branquias e bago, transferindo-as para
uma solugdo-tampio isoténica de formol a 8-10 % (vol:vol). A propor¢io fixadorftecido deve ser de, pelo
menos, 20:1, de modo a garantir a conservagio satisfatoria dos tecidos. Para a anélise imuno-histoquimica (IHC)
deve colher-se amostras de rim médio e de coracio.
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Devem colher-se, para o exame viroldgico em cultura celular, tecidos de todos os peixes das amostras. Com o
auxilio de um instrumento estéril, remover pedagos de figado, rim anterior ou rim médio, coragio e bago do
peixe e transferir para tubos de pldstico com 9 ml de meio de transporte. Pode juntar-se no mesmo tubo com
solugdo de transporte tecidos provenientes de cinco peixes, constituindo assim uma amostra grupada. A massa
de tecido de cada amostra deve ser da ordem de 1,0 £ 0,5 g.

L.2. Expedi¢do das amostras de peixes

Podem ser transportados peixes inteiros para o laboratério, se, durante o transporte, for possivel cumprir os
requisitos de temperatura referidos no terceiro pardgrafo do presente ponto. Os peixes inteiros deverdo ser
envoltos em papel absorvente e expedidos num invélucro de pléstico, refrigerados do modo descrito no referido
paréagrafo.

Também podem ser enviados peixes vivos, mas apenas sob a supervisio do laboratério nacional de referéncia
para as doencas dos peixes e tendo em conta os problemas adicionais em termos de desinfecdo e biosseguranga
que se colocam ao transportar peixes vivos.

As amostras de sangue e os tubos que contém tecidos de peixes para exame viroldgico ou andlise por RT-PCR
devem colocar-se em recipientes isolados (por exemplo, caixas de poliestireno de paredes espessas) com uma
quantidade de gelo ou de blocos congeladores suficiente para assegurar a refrigeragdo das amostras durante o
transporte para o laboratério. Deve evitar-se a congelacdo; todavia, aquando da rececdo, deverd ainda estar
presente gelo na caixa ou, caso se tenha utilizado blocos congeladores, um ou mais destes tltimos deverdo estar
ainda total ou parcialmente congelados. Em casos excecionais, as amostras para RT-PCR e exame viroldgico
podem ser sujeitas a congelagdo rdpida e transportadas para o laboratério a uma temperatura igual ou inferior a
-20°C

Para a andlise por RT-PCR de tecidos preservados em reagente de estabilizagio de ARN (RNAlater), a extragdo
do ARN deve ser efetuada dentro dos seguintes prazos dependendo da temperatura de armazenamento:

amostras armazenadas a 37 °C: um dia;

amostras armazenadas a 25 °C: uma semana;
amostras armazenadas a 4 °C: um meés;

amostras armazenadas a — 20 °C: indefinidamente.

Se os tecidos de peixes forem transportados em fixador para exame histolégico, devem ser expedidos em tubos
estanques colocados em recipientes resistentes ao impacto. Deve evitar-se a congelacdo dessas amostras.

O exame viroldgico em cultura celular deve ser iniciado logo que possivel e o mais tardar 48 horas apds a
colheita de amostras. Em casos excecionais, o exame viroldgico pode ter inicio, o mais tardar, 72 horas apds a
colheita, na condi¢gdo de o material a examinar estar protegido por meio de transporte e de terem sido
respeitadas as condigdes de temperatura exigidas durante o transporte.

L3. Colheita de material de diagnéstico complementar
Sob reserva da aprovacdo do laboratério de diagndstico, podem ser colhidos e preparados para exame
complementar tecidos de peixes diferentes dos referidos no ponto IL.1.

IL. Métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados para a vigilincia e a confirmagio da presenca ou a exclusdo da
suspeita de AIS

Ao efetuar o exame laboratorial para efeitos de obtengio ou manutenc¢do de um determinado estatuto sanitario
no que se refere a AIS, tal como referido no anexo I, parte 3, seccdo [, ou para efeitos de confirmagio da
presenca ou de exclusio da suspeita de AIS em conformidade com o artigo 57., alinea b), da Diretiva
2006/88/CE, recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos no anexo I, parte 3, seccdo II, devem aplicar-
-se os métodos e procedimentos detalhados constantes dos seguintes pontos IL.1 a IL5.

IL1. Exame das amostras por RT-PCR

O método de diagndstico a usar para o rastreio do VAIS deve ser a RT-qPCR. Para evitar quaisquer dividas, e
dado que os resultados da RT-qPCR podem variar em funcio das condi¢des em que a andlise é realizada, deve
incluir-se controlos positivos e negativos adequados assim como amplicdes.

I.1.1. Extra¢do do ARN total

Todo o trabalho com o ARN deve realizar-se sobre gelo e usando luvas.
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O ARN total deve ser extraido pelo método do fenol-cloroférmio ou por coluna de afinidade para ARN, de
acordo com as instrucdes do fabricante.

O ARN purificado deve ser ressuspenso em dgua isenta de ARNase (ou seja, dgua tratada com pirocarbonato de
dietilo a 0,1 %).

A concentragio e a pureza do ARN extraido devem ser estimadas medindo a densidade 6tica a 260 nm e a
280 nm. Uma abordagem alternativa pode ser a inclusio de controlos internos dirigidos para o genoma do
virus, tal como se refere no ponto II.1.3.

I.1.2. RT-PCR para a detecdo do VAIS

Pode usar-se vdrios métodos de RT-PCR para a amplificagdo do genoma do VAIS Pode efetuar-se uma RT-PCR
em dois passos, em que as reacdes de RT e de PCR se realizam em dois tubos separados. Contudo, é também
possivel uma reacdo num tnico passo, em que as duas reacdes se processam no mesmo tubo. Sempre que
possivel, deve optar-se pelo método com um dnico passo, dado que o ensaio num sé tubo minimiza o risco de
contaminagdo cruzada, uma vez que ndo é necessdrio transferir o contetido, sendo a sensibilidade considerada
tdo boa como a do método em dois passos.

Deve usar-se os oligonucle6tidos iniciadores e o ensaio descritos no presente ponto, designadamente o par de
oligonucleétidos iniciadores ILA1 ou ILA2 que visam o segmento 8 e que foram considerados adequados para a
detecio do VAIS em surtos e em peixes portadores. O oligonucledtido iniciador reverso ILA2 ndo é adequado
para isolados da América do Norte, pelo que, nesses casos, deve usar-se um iniciador alternativo.

Oligonucledtido iniciador direto (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3’;
Oligonucledtido iniciador reverso (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3'.

Condicdes dos ciclos: um ciclo a 50 °C durante 30 minutos, um ciclo a 94 °C durante 15 minutos, 40 ciclos a
94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos e a 72 °C durante 60 segundos; um ciclo a 72 °C
durante 5 minutos. Dimensdo do produto 155 pb.

Os resultados da PCR podem variar dependendo das condigdes de realizagio, designadamente os protocolos
térmicos podem carecer de otimizac¢do, dependendo do termociclador usado. Além disso, podem ocorrer falsos
resultados positivos em virtude de um erro de emparelhamento do iniciador ou de contaminacio laboratorial.
Em cada placa deve incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Pode contudo utilizar-se outras versdes
da RT-PCR de eficicia comprovadamente semelhante.

I.1.3. RT-gPCR para a detecdo do VAIS

A utilizagio da RT-qPCR pode aumentar a especificidade e provavelmente também a sensibilidade. O método
pode executar-se mais rapidamente jd que ndo é necessdria a etapa da eletroforese em gel e reduz o risco de
contaminagio cruzada, dado que é possivel estimar a quantidade de ARN gendmico viral dentro do tubo da
amostra. Um inconveniente do ensaio de RT-qPCR ¢ que, frequentemente, ndo é possivel sequenciar os produtos
amplificados. No entanto, se houver duvidas quanto a especificidade do produto amplificado, pode efetuar-se
outro ensaio especifico para o VAIS, a fim de verificar o resultado.

Deve usar-se o ensaio especificado no presente ponto, que tem por alvo o segmento 8. Este ensaio abrange os
isolados da Unido Europeia, da Associagdo Europeia de Comércio Livre e da América do Norte. Sempre que
possivel, deve optar-se pelo método com um dnico passo, dado que o ensaio num sé tubo minimiza o risco de
contaminagdo cruzada.

Oligonucledtido iniciador direto: 5'-CTACACAGCAGGATGCAGATGT-3';
Oligonucledtido iniciador reverso: 5'-CAGGATGCCGGAAGTCGAT-3';
Sonda: 5'-FAM-CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3'.

Em cada placa deve incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Condi¢des dos ciclos: um ciclo a 50 °C
durante 30 minutos, um ciclo a 95 °C durante 15 minutos, 40 ciclos a 94 °C durante 15 segundos e a 60 °C
durante 30 segundos; deve fazer-se os ajustamentos que se julguem necessdrios. Pode utilizar-se outras versdes
de RT-PCR ou RT-qPCR de eficicia comprovadamente semelhante.
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.1.4. Sequenciagdo de produtos amplificados da PCR
Oligonucledtido iniciador direto (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA-3';
Oligonucledtido iniciador reverso (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA-3'.

Em cada placa devem incluir-se padrdes de controlo negativo e positivo. Condi¢des dos ciclos (RT-PCR com um
tnico passo): um ciclo a 50 °C durante 30 minutos, um ciclo a 94 °C durante 15 minutos, 40 ciclos a 94 °C
durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos e a 72 °C durante 60 segundos, um ciclo a 72 °C durante 5
minutos; deve fazer-se os ajustamentos que se julguem necessérios. Pode utilizar-se outras versdes de RT-PCR ou
RT-qPCR de eficicia comprovadamente semelhante.

Alternativamente, pode usar-se o seguinte método para a sequenciagdo da HPR no segmento 6:
Oligonucledtido iniciador direto: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3;
Oligonucledtido iniciador reverso: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3'.
Dimensio do produto: 304 nt se HPRO.

Pode igualmente usar-se ensaios de RT-PCR com sensibilidade e especificidade semelhantes as dos ensaios
descritos no presente ponto.

Deve verificar-se a pureza do produto amplificado da RT-PCR por eletroforese em gel antes da sequenciagdo. Se
surgir apenas um fragmento puro, deve ser purificado diretamente a partir da reacio de PCR. Se estiverem
presentes miltiplos fragmentos amplificados, o fragmento de interesse deve ser purificado por eletroforese em
gel. A purificacdo dos fragmentos de PCR a partir de solucdes de gel de agarose deve efetuar-se com colunas de
afinidade para fragmentos de PCR, de acordo com as instrugdes do fabricante.

A sequenciagdo deve realizar-se com oligonucledtidos iniciadores de amplificagdo, por empresas externas
especializadas na sequenciagdo. Os resultados devem ser analisados com a ferramenta de busca BLAST e as
sequéncias devem ser comparadas com outras sequéncias conhecidas na base de nucledtidos do US National
Centre for Biotechnology Information (NCBI — Centro Nacional para a informagio biotecnoldgica dos Estados
Unidos da América).

A sequenciagdo deve eliminar todas as dividas quanto a especificidade de um produto amplificado da RT-PCR.

I1.2. Isolamento do VAIS em culturas celulares
I.2.1. Preparagdo de amostras

O tecido pode ser mantido a — 80 °C. O tecido s6 pode ser congelado e descongelado uma vez antes do exame.
Para fins de vigilancia e controlo, o exame deve realizar-se o mais depressa possivel.

Cada amostra (agregacio de tecidos em solugdo de transporte) deverd ser perfeitamente homogeneizada num
homogeneizador validado e centrifugada a 2 000-4 000 x g durante 15 minutos, a 0-6 °C, devendo o
sobrenadante ser filtrado num filtro de 0,45 pm e incubado com igual volume de uma mistura adequadamente
diluida de antissoros contra os serétipos indigenas do virus da NPL O titulo do antissoro deverd ser de, pelo
menos, 1:2 000, num teste de neutralizacio em placa a 50 %. Apds incubacdo a 15 °C durante uma hora, esta
mistura constitui o indculo.

O tratamento de todos os indculos com antissoro do virus da necrose pancredtica infeciosa (um virus que,
nalgumas regides da Europa, ocorre em 50 % das amostras de peixe) destina-se a evitar o desenvolvimento do
efeito citopdtico (ECP) devido ao virus da necrose infeciosa nas culturas celulares inoculadas. A fim de reduzir a
duracio dos exames viroldgicos e o niimero de casos em que a ocorréncia de ECP poderia ser considerada
potencialmente indicativa do VAIS, esse tratamento pode ser efetuado. Caso as amostras provenham de unidades
de produgio consideradas indemnes de NPI, pode omitir-se o tratamento dos indculos com antissoro do virus
dessa doenca.

.2.2. Inoculagdo das culturas celulares

Para o isolamento primdrio do VAIS, pode usar-se células de rim de salmdo-do-atlintico (RSA). Para o
isolamento do VAIS pode utilizar-se outras linhagens celulares de eficicia e sensibilidade comprovadas, tendo
em conta a variabilidade das estirpes e a capacidade de replicagdo das diversas estirpes em diversas linhagens
celulares. As células de RSA parecem suportar o isolamento e o crescimento dos isolados de virus conhecidos
até agora, desde que se use um nimero reduzido de repicagens. Pode surgir nas células de RSA um efeito
citopdtico (ECP) mais distinto do que noutras linhagens celulares suscetiveis, como SHK-1 (células de rim
anterior do salmio).
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As células RSA (com um namero de repicagens ndo superior a 65) devem ser cultivadas em meio L-15
contendo 10 % de soro fetal de bovino, 2 % (vol:vol) de L-glutamina 200 mM e 0,08 % (vol:vol) de 2-mercap-
toetanol 50 mM, em placas multipogos. A suspensdo de tecidos de dérgdos tratados com antissoro deve ser
inoculada em culturas celulares jovens em crescimento ativo, a fim de obter uma dilui¢do final de material
tecidular em meio de cultura de 1:1 000. Para cada suspensdo de tecidos de 6rgdos, adicionar 40 pl de in6culo
a um poco com 2 ml de meio de cultura. Para minimizar o risco de contaminagdo cruzada, deve usar-se placas
de 12 ou 24 pocos separadas para amostras provenientes de exploracdes piscicolas diferentes.

Nio inocular uma das placas, que constituird o controlo negativo. Inocular outra placa com um isolado de
referéncia de VAIS como controlo positivo, da forma que seguidamente se descreve. Inocular 100 pl de
preparacdo-mde de VAIS (titulo minimo: 107 TCID50 ml-' — dose infeciosa das culturas dos tecidos a 50 % do
ponto final) no primeiro pogo, misturando bem. Transferir uma porcio deste material do primeiro poco para o
segundo, de forma a obter uma diluicio 1:10 e misturar. Repetir a operagdo de forma a obter seis dilui¢des
1:10. A preparagdo-mie de VAIS pode ser armazenada a — 80 °C durante, pelo menos, dois anos, devendo
todavia ser utilizada nos trés dias seguintes ao descongelamento. Deve adotar-se os cuidados necessdrios para
evitar a contaminacdo cruzada das placas em andlise com material de controlo positivo. Para tal, as placas
utilizadas para os controlos positivos devem ser diferentes das utilizadas para as amostras a analisar e ser
manipuladas separadamente. Pode realizar-se semestralmente um teste de sensibilidade das células de RSA em
relagdo a isolados de VAIS, substituindo a inclusdo de um controlo positivo em cada inoculagio.

Incubar as amostras a 15 + 2 °C por um periodo ndo superior a 15 dias. Efetuar o exame microscopico das
culturas celulares para pesquisa de efeito citopatico duas vezes, entre 5 a 7 dias e 12 a 14 dias apds a
inoculagdo. Se alguma cultura exibir efeito citopdtico, deve iniciar-se de imediato os procedimentos de identi-
ficacdo do virus, em conformidade com o ponto I.2.4. Caso ndo se observe o referido efeito até ao 14.° dia,
realizar um teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT), hemadsor¢do ou RT-PCR.

I1.2.3. Subcultura

Efetuar a subcultura entre o 13.° e o 15.° dia. Em placas multipogos, adicionar o sobrenadante de cultura
pogos que contenham células novas em crescimento ativo a uma diluicio adequada (1/10) e incubar a 14
2 °C por um periodo ndo superior a 18 dias. Proceder ao exame microscopico das culturas celulares para
pesquisa de efeito citopdtico duas vezes, entre 0 5.° ¢ o 7.° dia e entre 0 14.° e 0 18.° dia apds a inoculagdo. Se
alguma cultura exibir efeito citopatico, deve iniciar-se de imediato os procedimentos de identificacdo do virus,
em conformidade com o ponto I1.2.4. Caso ndo se observe efeito citopdtico entre o 14.> e o 18.0 dia, deve
efetuar-se um teste de hemadsor¢io ou RT-PCR.

o o

Caso se observe citotoxicidade nos primeiros sete dias de incubacio, a subcultura deverd ser efetuada de
imediato; incubar as células durante 14-18 dias e proceder a uma nova subcultura, incubando durante um
periodo complementar de 14-18 dias. Se ocorrer citotoxicidade apés o sétimo dia, efetuar uma tnica subcultura
e incubar as células de forma a que o periodo de incubagio total seja de 28-36 dias a contar da primeira
inoculagio.

Se ocorrer contaminagdo bacteriana na cultura primdria, o teste deve ser repetido com o homogeneizado de
tecido armazenado a — 80 °C. Antes da inoculagdo, centrifugar o homogeneizado de tecido a 4 000 x g durante
15 a 30 minutos, a 0-6 °C, e filtrar o sobrenadante num filtro de 0,22 pm, Se ocorrer contaminagio bacteriana
na fase de subcultura, filtrar o sobrenadante num filtro de 0,22 pm, inocular em células novas e incubar durante
14-18 dias suplementares.

[.2.4. Testes de identificacdo viral

Caso se observe efeito citopatico em alguma fase ou um teste de hemadsorcao se revele positivo, deve proceder-
-se a identificagdo viral. Os métodos escolhidos para a identificacio do VAIS devem ser a RT-PCR em
conformidade com o ponto IL.1 e a imunofluorescéncia (IF) em conformidade com o ponto I1.2.6. Caso se
considere provével a presenca de outros virus, deve realizar-se testes de identificacdo viral complementares. Se
esses testes ndo tiverem resultado numa identificacdo definitiva do virus no prazo de uma semana, o
sobrenadante deve ser enviado para identificacdo imediata para:

a) o laboratério de referéncia para a AIS da Organizacgdo Mundial da Satide Animal (OIE); ou

b) um laboratério nacional de referéncia ou o laboratério de referéncia da UE para as doencas dos peixes, tal
como se refere no anexo VI da Diretiva 2006/88/CE.

.2.5. Hemadsorc¢io
Dado que a replicagdo do VAIS em culturas celulares nem sempre produz efeito citopdtico, cada pogo deve ser

submetido a um teste RT-PCR ou a um teste de hemadsor¢do em conformidade com o presente ponto, ou a um
teste IF em conformidade com o ponto 11.2.6.
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Remover o meio de cultura celular de todos os pogos, incluindo os pogos dos controlos positivos e negativos, e
colocar em tubos estéreis rotulados. Adicionar a cada pogo 500 pl de uma suspensdo a 0,2 % (vol:vol) de
eritrocitos lavados de coelho ou cavalo ou de uma suspensio a 0,05 % (vol:vol) de eritrdcitos lavados de truta
arco-iris ou salmio-do-atlantico e incubar a temperatura ambiente durante 45 minutos. Remover os eritrdcitos e
lavar cada pogo duas vezes com meio L-15. Proceder ao exame microscopico de todos os pocos.

A presenca de aglomerados de eritrécitos na superficie das células RSA indica uma provével infecio com um
ortomixovirus. Caso um teste de hemadsorcio se revele positivo, deverd efetuar-se de imediato um teste de
identifica¢do viral em conformidade com o ponto I1.2.4.

1.2.6. Imunofluorescéncia (IF)

Cultivar células RSA (com um nimero de repicagens ndo superior a 65) em meio L-15 contendo 10 % de soro
fetal de bovino, 2 % (vol:vol) de L-glutamina 200 mM e 0,08 % (vol:vol) de 2-mercaptoetanol 50 mM, em placas
multipogos, até obter uma confluéncia superior a 50 %. Pode utilizar-se outras linhagens celulares ou meios de
cultura de eficcia comprovada. Adicionar 225 pl de sobrenadante de cada cultura supostamente infetada com
virus a cada um de dois pogos, misturar e transferir 225 pl para dois novos pogos (dilui¢do 1:5). Deve manter-
-se, como controlos, dois pogos adicionais ndo inoculados. As amostras provenientes de exploragdes piscicolas
diversas devem ser examinadas em placas separadas, o mesmo sucedendo com o controlo positivo. Este dltimo
deve ser preparado a partir do isolado de referéncia de VAIS.

Incubar as placas a 14 + 2 °C e efetuar o exame microscopico durante sete dias. Caso se observe efeito
citopdtico num estddio precoce, ou caso ndo se observe qualquer efeito citopdtico até ao 7.° dia, o passo
seguinte consistird na fixagdo. Lavar os pogos com tampdo fosfato salino (PBS) e fixar por incubacio com
acetona a 80 % durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Secar as placas ao ar e cord-las de imediato ou
armazend-las a 0-6 °C por um periodo ndo superior a 24 horas antes da coloragdo.

Corar os pogos em duplicado com uma mistura de anticorpos monoclonais 3H6F8 e 10C9F5 anti-VAIS ou
outros anticorpos monoclonais de eficicia e especificidade comprovadas, diluir em PBS e incubar a 37 + 4 °C
durante 30 minutos. Remover os anticorpos monoclonais e lavar as placas trés vezes com solugdo a 0,05 % de
Tween 20 em PBS. Adicionar a cada pogo conjugado FITC IgG anti-ratinho diluido em PBS e incubar a 37 *
4 °C durante 30 minutos. As dilui¢des dos diversos lotes de anticorpos monoclonais e conjugado de FITC
deverdo ser otimizadas em cada laborat6rio. Remover o anticorpo e lavar as placas trés vezes com solugio a
0,05 % de Tween 20 em PBS.

Examinar de imediato os pogos num microscépio invertido para microscopia de fluorescéncia munido de um
filtro adequado para excitagdo de FITC. O teste deverd ser considerado positivo caso se observem células fluores-
centes. Para a validacdo do teste, os controlos positivos devem apresentar resultados positivos e os controlos
negativos devem apresentar resultados negativos.

IL.3. Exame de outros tecidos

E possivel aplicar a técnica descrita no ponto 11.2.6 a outros tecidos do peixe, tais como tecidos do figado, bago
e coragdo, na condicdo de ser possivel depositar nas laminas uma quantidade razodvel de células endoteliais,
leucécitos ou linfécitos. O procedimento de coloragdo ¢ idéntico para cada tecido, embora, em alguns casos,
seja preferivel omitir a coloragio com iodeto de propidio, baseando a identificagio dos tipos de células
presentes na impressdo na iluminacio de fase.

4.  Histologia

Efetuar cortes de 5 pm de secgdes montadas em parafina e corar com hematoxilina e eosina.

As alteragdes histoldgicas em salmido-do-atlantico clinicamente doente sio varidveis, mas podem incluir o
seguinte:

a) numerosos eritrocitos no seio venoso central e nos capilares lamelares das branquias, onde também se
podem formar trombos de eritrdcitos;

b) petéquia multifocal a confluente ou necrose dos hepaticitos ou ambas a uma certa distincia dos vasos
maiores no figado; acumulacdo multifocal de eritrcitos nos sinusoides hepdticos dilatados;
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¢) acumulagdo de eritrécitos nos vasos sanguineos na ldmina prépria intestinal e eventualmente hemorragia
para a lamina prépria;

d) estroma do bago distendido por acumulagio de eritrdcitos;

€) hemorragia intersticial difusa ligeiramente multifocal a extensa com necrose tubular nas zonas hemorragicas,
acumulacdo de eritrécitos nos glomérulos no rim;

f) eritrofagocitose no bago e hemorragias secundarias no figado e rim.

Imuno-histoquimica (IHC)

Deve usar-se anticorpos monoclonais contra a nucleoproteina do VAIS em sec¢des montadas em parafina de
tecidos fixados com formalina. Os érgdos a examinar sdo o rim médio e o coragdo (drea transversal incluindo as
trés cdmaras e as valvulas). Os casos suspeitos devidos a sinais patoldgicos devem ser confirmados através de
um teste IHC positivo. As sec¢des histoldgicas devem ser preparadas em conformidade com os métodos padrio.

1) Preparagdo das seccdes de tecidos

Os tecidos devem ser fixados com formalina a 10 % tamponada com fosfato neutro durante, pelo menos,
um dia, desidratados numa série de etanol graduado, clarificados com xileno e montados em parafina, de
acordo com protocolos padrdo. Aquecer durante 20 minutos sec¢des com cerca de 5 pum de espessura
(colocadas para a IHC em laminas revestidas com poli-L-lisina) entre 56 °C e 58 °C (no méximo 60 °C),
desparafinadas em xileno, reidratadas numa série de etanol graduado e coradas com hematoxilina e eosina
para a patomorfologia e a IHC em conformidade com o ponto 2.

2) Procedimento de coloragdo para a IHC

Todas as incubagdes deve realizar-se a temperatura ambiente numa plataforma oscilante, salvo indicacdo
contrdria na presente decisdo:

a) a recuperagio do antigénio efetua-se fervendo sec¢des de tecido em tampdo citrato 0,1 M, pH 6,0 durante
2 x 6 minutos, seguido de bloqueio com uma solu¢io de extrato seco de leite desnatado a 5 % e de soro
de cabra a 2 % em TBS 50 mM (TBS; Tris/HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) durante 20 minutos;

b) as secgdes devem em seguida ser incubadas durante a noite com anticorpo primdrio (anticorpo monoes-
pecifico de coelho contra a nucleoproteina do VAIS) diluido em TBS com extrato seco de leite desnatado
a 1 %, seguido de trés lavagens em TBS com Tween 20 a 0,1 %;

¢) para a detegdo de anticorpos ligados, as sec¢des devem ser incubadas com anticorpos da IgG do coelho
conjugados com fosfatase alcalina durante 60 minutos. Apds uma lavagem final, adicionam-se Fast Red
(1 mg ml-1) e Naftol AS-MX fosfato (0.2 mg ml-') com levamisole 1 mM em TBS 0,1 M (pH 8,2) para a
revelacdo durante 20 minutos. As sec¢des sdo em seguida lavadas com dgua da torneira antes da contra-
coloragdo com hematoxilina da Harris e sdo montadas em meio de montagem aquoso. Em cada
montagem deve incluir-se, como controlos, sec¢des de tecidos positivas e negativas para o VAIS.

3) Interpretagdo dos resultados da ITHC
A interpretacdo dos resultados da ITHC deve ser como a seguir se expde nas alineas a) e b):

a) as sec¢des de controlo devem ser consideradas positivas sempre que se verificar que as mesmas
apresentam uma coloragdo vermelha (avermelhada) claramente visivel do citoplasma e do niicleo das
células endoteliais dos vasos sanguineos do endocdrdio. Uma amostra de sec¢do de tecido s6 pode ser
considerada positiva se apresentar claramente essa coloracio vermelha intranuclear das células endoteliais;

b) as seccdes de controlo devem ser consideradas negativas se ndo apresentarem reacido de coloragdo signifi-
cativa.

Dado que a localizagdo intranuclear é prépria da nucleoproteina do ortomixovirus durante a fase de
replicagio do virus mas a coloragdo citoplasmdtica concomitante é por vezes dominante, a coloragdo
citoplasmadtica e outros padrdes de coloragdo sem uma localizagdo intranuclear deve considerar-se como nio
especificos ou inconclusivos.
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As mais fortes reagBes positivas de coloracdo obtém-se frequentemente com células endoteliais do coragdo e
do rim. As reagdes de coloragdo endotelial em lesdes hemorrdgicas muito extensas podem ser leves ou estar
ausentes, provavelmente devido a lise das células endoteliais infetadas.

PARTE 4

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS PARA A VIGILANCIA E A CONFIRMACAO DA
INFECAO POR MARTEILIA REFRINGENS

L Métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados para o diagnéstico da infecio por Marteilia refringens

Ao efetuar a amostragem e os exames laboratoriais para efeitos de obten¢do ou manutengdo de um estatuto
sanitdrio no que se refere a infecdo por Marteilia refringens, tal como referido no anexo I, parte 4, sec¢do I, ou
para efeitos de confirmacio ou de exclusio da presenca dessa doenga enumerada em conformidade com o
artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE, recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos no anexo I,
parte 4, seccdo II, deve aplicar-se os métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados constantes dos pontos
.1, L2 e 1.3 da presente parte.

L1 Procedimento de amostragem

A fim de aumentar as hipéteses de encontrar animais infetados, deve colher-se em primeiro lugar os moluscos
com concha aberta ou mortos recentemente.

Depois de colhidos para amostra, as ostras ou os mexilhdes devem ser mantidos a 4 °C ou refrigerados sobre
gelo por um mdximo de 24 horas se as amostras incluirem moluscos com concha aberta ou por um mdximo
de 72 horas se tal ndo acontecer, num saco de pldstico rotulado com os pormenores relativos & natureza e
origem das ostras ou dos mexilhdes. Os moluscos com concha aberta ou recentemente mortos devem ser
mantidos separados dos restantes moluscos.

Para o diagndstico da Marteilia refringens por histologia, deve usar-se sec¢des de tecido com 3 a 5 mm de
espessura, incluindo as branquias e o coragdo. Para alguns testes, nomeadamente impressdes e reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), deve usar-se um pedago de glandula digestiva.

L.2. Técnicas de microscopia
1.2.1.  Citologia (citologia de impressio)

Apbs secagem de tecidos da glandula digestiva sobre papel absorvente, deve fazer-se vdrias impressdes sobre
uma ldmina. As laminas devem ser secas ao ar, deve fixar-se com metanol ou com etanol absoluto e corar-se
com um kit de coloragio de sangue disponivel comercialmente, como Diff-Quick® Hemacolor®, em
conformidade com as instru¢des do fabricante. Apds lavagem com dgua da torneira e secagem, as laminas
devem ser montadas com uma lamela usando uma resina sintética adequada. As laminas devem primeiro ser
observadas com uma ampliagdo de x 200 e, a seguir, por imersdo em 6leo, com uma ampliagio de x 1 000.

Um resultado positivo consiste na observa¢do de células com tamanhos entre 30 e 40 pm. O citoplasma
apresenta coloracido basdfila, ao passo que o nicleo tem coloragio eosindfila. Observam-se auréolas palidas em
redor de grandes granulos (refringentes) fortemente corados e, nas células maiores, arranjos de células dentro de
células.

A técnica ndo € especifica para espécies de parasitas.

1.2.2.  Histologia

Deve fixar-se secgOes de tecidos incluindo brinquias, glandula digestiva, manto e génadas em fixador de
Davidson por um periodo minimo de 24 horas, seguindo-se o processamento normal para a histologia em
parafina e a coloragdo, por exemplo com hematoxilina e eosina. As observa¢des devem efetuar-se a ampliagdes
crescentes até x 1 000.

Um resultado positivo consiste na observagio de células com tamanhos entre 4 e 40 pm. As fases precoces
consistem em células multinucleadas, de esféricas a alongadas. Estas células encontram-se sobretudo no epitélio
do eséfago e do estdbmago e, por vezes, dos palpos labiais. A esporulagdo envolve uma divisdo celular dentro
das células e ocorre nos tiibulos e ductos da glandula digestiva. Os granulos refringentes surgem durante a
esporulagdo, mas ndo sio observados nas fases precoces. Nas fases tardias da infecdo, observam-se esporos
livres no liimen do tubo digestivo. O citoplasma apresenta coloragio basofila, ao passo que o ntcleo tem
coloragio eosinéfila. A coloragdo dos granulos pode ir do laranja escuro ao vermelho escuro.

A técnica ndo € especifica para espécies de parasitas.
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[3.2.

[3.3.

Técnicas moleculares
Extra¢do de ADN

O ADN deve ser extraido de acordo com procedimentos padrio.

Pode usar-se os kits de extragio de ADN disponiveis comercialmente que produzem habitualmente ADN de
elevada qualidade adequado para utilizagdo nos protocolos de PCR descritos no ponto 1.3.2.

Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foram desenvolvidos e estdo publicado diversos protocolos para a PCR.

Deve usar-se os oligonucleétidos iniciadores que visam a regido ITS1 (espacador interno transcrito) dado que
amplificam apenas a M. refringens.

A PCR deve ser efetuada num volume de 50 pl. As misturas para PCR devem conter tampao (KCI 500 mM, Tris|
[HCl 100 mM [pH 9,0 a 25 °C] e Triton® X-100 1 %), MgCl, 2,5 mM, dNTP mix 0,2 mM, oligonucledtidos
iniciadores direto e reverso 1 uM, Tag DNA polimerase 0,02 unidades pl! e 10 a 100 ng de ADN extraido.
Ap6s desnaturagio do ADN a 94 °C durante 5 minutos, deve fazer-se 30 ciclos do seguinte modo: desnaturacio
a 94 °C durante 1 minuto, emparelhamento a 55 °C durante 1 minuto e elongagdo a 72 °C durante 1 minuto
por quilo de pares de bases. Deve realizar-se uma fase final de elongagio de 10 minutos a 72 °C. Para a detegdo
de M. refringens, a PCR deve realizar-se com oligonucleétidos iniciadores que visam a regido ITS1 (5'-CCG-CAC-
-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3" e 5'-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3').

Os controlos positivos devem consistir em ADN gendémico de um hospedeiro altamente infetado ou ADN
plasmidico que inclua a regido visada.

Os controlos negativos devem consistir em ADN genémico de hospedeiros ndo infetados e em reagentes de PCR
sem o ADN visado.

Um resultado positivo é uma amplificagdo de PCR com o tamanho esperado (412 pb) com resultado negativo
em todos os controlos negativos e resultado positivo em todos os controlos positivos.

Hibridizacdo in situ (HIS)

Foram desenvolvidos e estdo publicados diversos protocolos para a HIS.

Deve usar-se uma sonda que vise a SSU do complexo de genes de rARN, uma vez que foi validada em relagio a
histologia.

Deve fixar-se sec¢Oes de tecidos incluindo brinquias e glandula digestiva em fixador de Davidson por um
periodo minimo de 24 horas, seguindo-se o processamento normal para a histologia em parafina. Deve cortar-
-se seccdes de 5 pm que se colocam em ladminas revestidas com aminoalquilsilano, que sio a seguir cozidas em
forno a 40 °C durante uma noite. As secgdes sdo desparafinadas por imersdo em xileno durante 10 minutos.
Esta etapa deve ser repetida uma vez e de seguida elimina-se o solvente por imersdo em dois banhos sucessivos
em etanol absoluto de 10 minutos cada. As sec¢des sdo a seguir desidratadas por imersdo numa série de banhos
de etanol graduado. As seccdes devem ser tratadas com proteinase K (100 pg ml™') em tampdo TE (Tris [50
mM], EDTA [10 mM]), a 37 °C durante 30 minutos. As ldminas sdo desidratadas por imersdo numa série de
banhos de etanol graduado e em seguida secas ao ar. As sec¢des devem ser incubadas com 100 pl de tampdo de
hibridizagdo (4 x SSC [citrato de sédio salino], formamida a 50 %, 1 x solucdo de Denhardt, 250 pg ml! de
tARN de levedura, sulfato de dextrano a 10 %) contendo 10 ng (1 pl dos reagentes para PCR preparados como
descrito no ponto 1.3.2 utilizando os oligonucleétidos iniciadores CCG-GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG e TTC-
-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC) da sonda marcada com digoxigenina. As sec¢des devem ser cobertas com
lamelas de pldstico in situ e colocadas num bloco de aquecimento a 95 °C durante 5 minutos. As laminas sdo de
seguida arrefecidas sobre gelo durante 1 minuto antes da hibridizagdo durante toda a noite numa cidmara
himida a 42 °C. As secgdes devem ser lavadas duas vezes durante 5 minutos em 2 x SSC a temperatura
ambiente e uma vez durante 10 minutos em 0,4 x SSC a 42 °C. As etapas de detecio devem ser realizadas em
conformidade com as instru¢des do fabricante. As laminas sdo em seguida enxaguadas com dgua destilada
estéril (dH,0). As sec¢des devem sofrer contracoloragio com Bismarck Brown Yellow, devem ser enxaguadas
com dH,O e deve aplicar-se lamelas usando um meio de montagem aquoso.

Os controlos positivos e negativos devem ser sec¢des de hospedeiros infetados e ndo infetados, respetivamente.
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Um resultado positivo é demonstrado pela coloragdo purpura-preta das células de M. refringens em tecidos alvo
conhecidos, sendo negativos todos os controlos negativos e positivos todos os controlos positivos.

[.3.4.  Sequenciacdo

A sequenciagdo deve realizar-se como uma das etapas finais do diagnéstico de confirmacio. As regides alvo so
a SSU do rADN e a ITSI.

IL. Métodos de diagnéstico e procedimentos detalhados para a vigilincia e a confirmacio da infecio por Marteilia
refringens

Para efeitos dos programas de vigilancia e para a confirmagdo da presenca de uma infecio por Marteilia
refringens ou para excluir uma suspeita dessa doenca enumerada, em conformidade com os requisitos estabe-
lecidos no anexo I, parte 4, sec¢do II, os métodos de diagndstico e os procedimentos correspondentes a utilizar
devem estar conformes com as diretrizes estabelecidas no quadro 4.1 como segue:

Quadro 4.1

Diretrizes para a utilizacio dos métodos de diagndstico para os programas de vigilincia e para
confirmar ou excluir a infecio por Marteilia refringens

Método Vighinci orenada | Digndsicode | Diagndsico deconf
Impressdes da glindula digestiva X X X, ou
Histopatologia X X, ou
Hibridizacdo in situ X, e
PCR X X X, e
Sequenciagao X
PARTE 5

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS PARA A VIGILANCIA E A CONFIRMACAO DA
INFECAO POR BONAMIA OSTREAE

L Procedimentos de diagndstico da infecio por Bonamia ostreae

Ao efetuar a amostragem e os exames laboratoriais para efeitos de obten¢do ou manutengio de um determinado
estatuto sanitdrio no que se refere a Bonamia ostreae, tal como referido no anexo I, parte 5, seccdo I, ou para
efeitos de confirmagdo ou de exclusio da presenca dessa doenca enumerada em conformidade com o
artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE, recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos no anexo I,
parte 5, sec¢do II, deve aplicar-se os métodos de diagndstico e procedimentos detalhados constantes dos
seguintes pontos 1.1, 1.2 e 1.3.

L1 Procedimento de amostragem

A fim de aumentar as hipéteses de encontrar animais infetados, deve colher-se em primeiro lugar os moluscos
com concha aberta ou mortos recentemente.

Depois de colhidos para amostra, as ostras devem ser mantidas a 4 °C ou refrigeradas sobre gelo por um
mdximo de 24 horas se as amostras incluirem moluscos com concha aberta ou por 72 horas se tal ndo
acontecer, num saco de pldstico rotulado com os pormenores relativos a natureza e origem das ostras. Os
moluscos com concha aberta ou recentemente mortos devem ser mantidos separados dos restantes moluscos.

Para o diagnéstico da Bonamia ostreae por histologia, deve usar-se secgdes de tecido com 3 a 5 mm de espessura,
incluindo as brinquias e o coragdo. Para alguns testes, nomeadamente impressdes e reagio em cadeia da
polimerase (PCR), deve usar-se um pedago de glandula digestiva.
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[.2.2.

[.3.1.

[.3.2.

Técnicas de microscopia
Citologia (citologia de impressio)

Apos secagem de tecidos das branquias ou do coragdo sobre papel absorvente, deve fazer-se vdrias impressoes
sobre uma lamina. As ldminas devem ser secas ao ar, deve fixar-se com metanol ou com etanol absoluto e
corar-se com um kit de coloragio de sangue disponivel comercialmente (como, por exemplo, Diff-Quick®]
[Hemacolor®) em conformidade com as instru¢des do fabricante. Apds lavagem com dgua da torneira e
secagem, as laminas devem ser montadas com uma lamela usando uma resina sintética adequada. As laminas
devem primeiro ser observadas com uma ampliagio de x 200 e, a seguir, por imersio em oleo, com uma
ampliagdo de x 1 000.

Um resultado positivo é constituido pela presenca de pequenos organismos esféricos ou ovais (2 a 5 pm de
largura) no interior dos hemdcitos. No entanto, o parasita também pode ocorrer extracelularmente. Estes
organismos apresentam um citoplasma baséfilo e um nicleo eosindfilo (as cores podem variar em funcio do
corante usado) e, dado que se espalham na lamina, podem ter uma aparéncia maior nas impressdes do que no
exame histolégico. E possivel a observagio de células polinucleares. A técnica ndo é especifica para espécies de
parasitas.

Histologia

Deve fixar-se sec¢des de tecidos incluindo brinquias e glandula digestiva em fixador de Davidson por um
periodo minimo de 24 horas, seguindo-se o processamento normal para a histologia em parafina e a coloragio,
por exemplo com hematoxilina e eosina. As observacdes devem efetuar-se a ampliagdes crescentes até x 1 000.

Um resultado positivo é constituido pela presenca de parasitas como células muito pequenas com largura
compreendida entre 2 e 5 pm, no interior dos hemdcitos ou livres no tecido conjuntivo ou nos seios das
branquias, da cloaca e do epitélio do manto, frequentemente associados a uma reacdo inflamatéria intensa. A
fim de evitar quaisquer dividas, o parasita deve ser observado dentro do hemécito para um diagndstico
positivo. A técnica ndo ¢é especifica para espécies de parasitas.

Técnicas moleculares
Extra¢do de ADN

O ADN deve ser extraido de acordo com procedimentos padrio.

Pode usar-se os kits de extracio de ADN disponiveis comercialmente que produzem habitualmente ADN de
elevada qualidade adequado para utilizagdo nos protocolos de PCR descritos abaixo.

Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
Foram desenvolvidos e estdo publicados diversos protocolos para a PCR.
Pode usar-se dois protocolos de PCR que visam a pequena subunidade (SSU) do rADN:

a) o primeiro é uma PCR convencional que amplifica diversos membros dos Haplosporidia, incluindo Bonamia
spp. Os oligonucleétidos iniciadores designados Bo e Boas sdo 5'-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-GCC-GC-3" e 5'-
-CTG-ATC-GTC-TTC-GAT-CCC-CC-3’, respetivamente, e amplificam um produto com 300 pb. As misturas
para PCR contém tampdo (KCI 500 mM, TrisfHCl 100 mM [pH 9,0 a 25 °C] e Triton® X-100 1 %),
MgCl, 2,5 mM, dNTP mix 0,2 mM, oligonucleétidos iniciadores direto e reverso 1 pM, Taqg DNA polimerase
0,02 unidades pl- ' ¢ ADN molde 0,2 ng pl ' num volume total de 50 pl. As amostras devem ser
desnaturadas num termociclador durante 5 minutos a 94 °C antes de serem submetidas a 30 ciclos (94 °C
durante 1 minuto, 55 °C durante 1 minuto, 72 °C durante 1 minuto) seguido de uma extensdo final de 10
minutos a 72 °C.

Os controlos positivos devem consistir em ADN genémico de um hospedeiro altamente infetado ou ADN
plasmidico que inclua a regido visada.

Os controlos negativos devem consistir em ADN gendmico de hospedeiros ndo infetados e em reagentes de
PCR sem o ADN visado.

Um resultado positivo é uma amplificagio de PCR com o tamanho esperado (designadamente 300 pb) com
resultado negativo em todos os controlos negativos e resultado positivo em todos os controlos positivos;
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b) o segundo protocolo de PCR € o ensaio de PCR em tempo real SYBR® Green. Permite a dete¢do especifica
de B. ostreae (descrita infra) e pode ser combinado com um ensaio de PCR em tempo real SYBR® Green que
permite a detegdo especifica de B. exitiosa (Ramilo et al. 2013).

Os oligonucledtidos iniciadores BOSTRE-F (5'-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’) e BOSTRE-R (5'-
-TCGCGGTTGAATTTTATCGT-3') amplificam um produto de 208 pb. As misturas para PCR contém SYBR®
Green Master Mix (1X), oligonucleétidos iniciadores direto e reverso 0,3 pM, bem como 200 ng de ADN
extraido. As amostras devem ser desnaturadas num sistema de dete¢do em tempo real durante 10 minutos a
95 °C antes de serem submetidas a 35 ciclos (95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 45 segundos e 72 °
C durante 1 minuto). A andlise da curva de temperaturas de fusdo efetua-se com incrementos de 0,5 °Cfs
comegando em 55 °C e terminando em 95 °C e registando a fluorescéncia em cada mudanca de
temperatura.

Os controlos positivos devem consistir em ADN gendémico de um hospedeiro altamente infetado ou ADN
plasmidico que inclua a regido visada.

Os controlos negativos devem consistir em ADN genémico de hospedeiros ndo infetados e em reagentes de
PCR sem o ADN visado.

Um resultado positivo consiste numa amplificagdo de PCR positiva com um dnico pico na temperatura de
fusdo (78,25 £ 0,25 °C nas condigdes publicadas por Ramilo et al. 2013) com resultado negativo em todos
os controlos negativos e resultado positivo em todos os controlos positivos.

1.3.3.  Hibridizacdo in situ (HIS)

Foram desenvolvidos e estdo publicados diversos protocolos para a HIS.

Deve usar-se uma sonda que vise a SSU do complexo de genes de rADN, embora se tenha demonstrado que
apresenta reacdo cruzada com alguns outros membros da familia Haplosporidia.

Deve fixar-se sec¢Oes de tecidos incluindo brinquias e glandula digestiva em fixador de Davidson por um
periodo minimo de 24 horas, seguindo-se o processamento normal para a histologia em parafina. Deve cortar-
-se secgdes de 5 pm que se colocam em laminas revestidas com aminoalquilsilano, que sdo a seguir cozidas em
forno a 40 °C durante uma noite. As seccdes sdo desparafinadas por imersdo em xileno durante 10 minutos.
Esta etapa deve ser repetida uma vez e de seguida elimina-se o solvente por imersdo em dois banhos sucessivos
em etanol absoluto de 10 minutos cada. As sec¢des sdo a seguir desidratadas por imersdo numa série de banhos
de etanol graduado. As seccbes devem ser tratadas com proteinase K (100 pg ml-') em tampio TE (Tris [50
mM], EDTA [10 mM]), a 37 °C durante 30 minutos. As ldminas sdo desidratadas por imersdo numa série de
banhos de etanol graduado e em seguida secas ao ar. As sec¢des devem ser incubadas com 100 pl de tampdo de
hibridizagdo (4 x SSC [citrato de s6dio salino], formamida a 50 %, 1 x solu¢do de Denhardt, 250 pg ml-! de
tARN de levedura, sulfato de dextrano a 10 %) contendo 20 ng (2 pl dos reagentes para PCR preparados como
descrito no ponto L3.2 utilizando os oligonucledtidos iniciadores Bo e Boas) da sonda marcada com
digoxigenina. As sec¢des devem ser cobertas com lamelas de plastico in situ e colocadas num bloco de
aquecimento a 95 °C durante 5 minutos. As laminas sdo de seguida arrefecidas sobre gelo durante 1 minuto
antes da hibridizacdo durante toda a noite numa cidmara hiimida a 42 °C. As seccOes devem ser lavadas duas
vezes durante 5 minutos em 2 x SSC a temperatura ambiente e uma vez durante 10 minutos em 0,4 x SSC a
42 °C. As etapas de detecdo devem ser realizadas em conformidade com as instrugdes do fabricante. As laminas
sdo em seguida enxaguadas com dgua destilada estéril (dH,O). As sec¢des devem sofrer contracoloragio com
Bismarck Brown Yellow, devem ser enxaguadas com dH,O e deve aplicar-se lamelas usando um meio de
montagem aquoso.

Os controlos positivos e negativos devem ser sec¢des de hospedeiros infetados e ndo infetados, respetivamente.

Um resultado positivo corresponde a parasitas marcados dentro dos hemdcitos, com resultado negativo em
todos os controlos negativos e resultado positivo em todos os controlos positivos.

[.3.4.  Sequenciacdo

A sequenciacio deve realizar-se como uma das etapas finais do diagnéstico de confirmagio. As regides alvo sdo
a SSU do rADN e a ITSI.
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Procedimentos de vigilincia e confirmacio da infecio por Bonamia ostreae

Para efeitos da vigilancia e da confirmagio da presenca ou para excluir uma suspeita de infecio por Bonamia
ostreae, em conformidade com os requisitos estabelecidos no anexo I, parte 5, sec¢do I, os métodos de
diagndstico e os procedimentos correspondentes a utilizar devem estar conformes com as diretrizes estabe-
lecidas no seguinte quadro 5.1.

Quadro 5.1

Diretrizes para a utilizacio dos métodos de diagnéstico para os programas de vigilancia e para excluir
ou confirmar a infe¢do por Bonamia ostreae

Método Vigilancia orientada Di;grgils;i;;ode Diagnésrtrilcaziie confir-
Impressdes do coragdo ou das branquias X X X, ou
Histopatologia X X, ou
Hibridizag¢do in situ X, e
PCR X X X, e
Sequenciagao X
PARTE 6

METODOS DE DIAGNOSTICO E PROCEDIMENTOS DETALHADOS PARA A VIGILANCIA E A CONFIRMACAO DA

DOENCA DA MANCHA BRANCA (DMB)

Procedimentos de diagndstico para a detecio do VSMB

Ao efetuar a amostragem e os exames laboratoriais para efeitos dos programas de vigilancia e erradicagdo
estabelecidos no anexo I, parte 6, seccdo I, assim como para a confirmacdo da presenga ou a exclusio da
suspeita de infecdo com o VSMB em conformidade com o artigo 57.°, alinea b), da Diretiva 2006/88/CE,
recorrendo aos métodos de diagndstico estabelecidos no anexo I, parte 6, sec¢do II, deve aplicar-se os métodos
de diagnéstico e procedimentos detalhados constantes dos seguintes pontos 2 a 7.

Os métodos e procedimentos descritos na presente parte foram adaptados do teste acreditado através da norma
ISO 17025 aplicado pelo Laboratério de Referéncia da Unido Europeia para as doencas dos crusticeos. Pode
aplicar-se abordagens alternativas, usando condi¢des equivalentes ou kits produzidos por fabricantes diferentes,
mas que proporcionem uma sensibilidade e especificidade equivalentes as dos testes descritos na presente parte.
Em qualquer caso, o produto amplificado da PCR deve ser sequenciado para confirmar a sua identidade como
virus da sindrome da mancha branca (VSMB).

Procedimento de amostragem

Os tecidos (pledpodes e branquias) contendo VSMB de crustdceos podem ser armazenados em etanol, reagente
de estabilizagio de ARN (RNAlater) ou congelados a — 80 °C. As fases necessdrias para a identificagdo do VSMB
de amostras de tecidos sdo as seguintes: homogeneizacdo do tecido, extragdo do ADN, amplificacio especifica
do ADN do VSMB por PCR, visualizagdo do produto amplificado em gel, purificagdo do ADN e sequencia¢io
para confirmar a identidade do patogénio.

Homogeneizacio do tecido

A disrupcdo dos tecidos e a preparacdo de um homogenato num tampdo adequado deve efetuar-se recorrendo a
um disruptor de tecidos Fast Prep e a tubos Lysing Matrix A (MP Biomedicals). O tecido deve ser pesado,
colocado em tubos Lysing Matrix A, diluidos 1:10 pjv ou de acordo com as instru¢des do fabricante num
tampdo adequado (G2 e 10 pul de proteinase K para utilizagdo com o kit de extracio de ADN de tecidos
(Qiagen)) e homogeneizado com o homogeneizador Fast Prep 24 durante 2 minutos. As amostras homoge-
neizadas devem ser incubadas a 56 °C por um perfodo minimo de quatro horas ou durante a noite. As amostras
devem ser agitadas em vortex, centrifugadas a 9 000 rpm durante 2 minutos e deve retirar-se 50 pl de
sobrenadante ou um volume equivalente a 5 mg de tecido (peso 6timo para o kit de extracdo) que se adicionam
a um tubo de amostra para a extracdo de ADN, perfazendo o volume a 200 pl com tampio G2.
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4. Extracio de ADN

O ADN total deve ser extraido por recurso a um kit de extragio de ADN de tecidos e ao Biorobot EZ1
Advanced XL (Qiagen) seguindo as instrugdes do fabricante. Com cada lote de amostras deve analisar-se um
controlo de extragdo (ADN de timo de vitelo) e um controlo negativo (tampdo G2). O ADN deve ser eluido
num volume de 50 pl. Para garantir que a extracdo se completou com éxito, deve determinar-se a concentracio
de todas as amostras e controlos com recurso a um aparelho Nano Drop. Se ndo for necessirio imediatamente,
0 ADN extraido deve ser congelado a — 20 °C.

5. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do VSMB

O método a usar na dete¢do do VSMB ¢ o protocolo para a detecio do VSMB por PCR com iniciadores internos
estabelecido nos pardgrafos seguintes que amplifica amplicdes com 1 447 pb e 848 pb do gene 18s do rARN
na primeira e segunda ronda de PCR respetivamente.

A primeira ronda da reacdo de PCR deve ser efetuada com um volume de 50 pl com concentragdes finais de 1
x tampdo GoTaq (Promega), MgCl, 5mM, iniciador VSMB 146 F1 1pmol/pl, iniciador VSMB 146 R1 1pmol/ul
(quadro 1), dNTPs 0,25mM, 1,25 U de Taq polimerase e 2,5 ul de ADN. Cada amostra deve ser analisada em
duplicado a par com um controlo de extragio negativo, um controlo de PCR negativo (adigdo de 2,5 ul de H,0
em vez do ADN) e um controlo positivo. O controlo positivo deve consistir em plasmidio de VSMB diluido e
validado para uso interno (disponivel junto do LRUE).

A segunda ronda de reacdo de PCR para o VSMB deve ser efetuada da mesma forma que a primeira ronda mas
usando o conjunto de oligonucledtidos iniciadores VSMB 146 F2/R2 e um segundo controlo positivo, a fim de
verificar que esta fase da PCR funcionou.

Oligonucledtido iniciador Sequéncia
VSMB 146 F1 ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG
VSMB 146 R1 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA
VSMB 146 F2 GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
VSMB 146 R2 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

Tanto a primeira como a segunda ronda de PCR devem efetuar-se com as seguintes condi¢des dos ciclos num
termociclador Peltier DNA Engine Tetrad 2 (ou equivalente). Uma fase inicial de desnaturagdo de 94 °C durante
2 minutos, seguida de 94 °C durante 30 segundos, 62 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos
repetido durante 30 ciclos, uma fase de extensdo a 72 °C durante 2 minutos e mantido a 4 °C.

6. Eletroforese em gel

Os produtos amplificados da PCR da primeira e segunda rondas de PCR devem ser visualizados em gel de
agarose a 2 % preparados com tampdo TAE. Analisam-se 15 pl de cada amostra a 120 Volts durante cerca de
20 minutos, observando sob luz UV. As amostras positivas produzem uma banda de 1 447 pb na primeira
ronda da PCR e 848 pb na segunda ronda. As amostras dessa dimensdo devem ser cortadas e colocadas num
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. O ADN contido nas fatias de gel deve ser purificado com o kit Wizard® SV
Gel e PCR clean-Up System da Promega, de acordo com as instrugdes do fabricante. A concentracio do ADN
deve ser estimada com um aparelho Nano Drop. Se ndo for usado imediatamente, o ADN purificado deve ser
congelado a — 20 °C.

7. Sequenciacio de produtos da PCR

Deve proceder-se a sequenciagio do ADN com o kit Big Dye Terminator v3,1 (Applied Biosystems). O volume
total de cada reagdo é de 20 pl, sendo as concentragdes finais de 1 x Big Dye Terminator, 1 x tampdo de
sequenciacdo, 10 pmol/ul de oligonucledtido iniciador direto ou reverso e 10 ul de ADN purificado (diluido
para aproximadamente 10 ng/pl) e analisa-se com as seguintes condigdes dos ciclos num termociclador Peltier
DNA Engine Tetrad 2 (ou equivalente): 94 °C durante 30 segundos, seguido de 96 °C durante 10 segundos,
50 °C durante 10 segundos e 60 °C durante 4 minutos, repetindo-se estas dltimas trés etapas por 30 ciclos.
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Os produtos da PCR devem ser precipitados recorrendo ao método do acetato de sédio em que se adicionam
20 pl de ADN a 10 pl de NaAc, 70 pl de H,0 e 250 pl de etanol, agita-se em vértex e centrifuga-se a 13 000
rpm durante 20 minutos, o sobrenadante é removido e o sedimento é lavado com 200 pl de etanol absoluto e
centrifugado a 13 000 rpm durante 5 minutos. O sedimento é seco a 37 °C durante 5 minutos. Adicionam-se
ao sedimento 25 pl de formamida Hi-Di, aquece-se a 95 °C durante 2 minutos e agita-se vigorosamente em
vortex. As amostras devem ser sequenciadas com o analisador ABI3130xl Avant Genetic de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os resultados da sequenciagio devem ser analisados com o software Sequencher e as
sequéncias devem ser comparadas com sequéncias da base de dados NCBI usando a fun¢do BLAST.
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