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ROZHODNUTIE KOMISIE
z 22. februdra 2001,

ktoré ustanovuje pliny odberu vzoriek a diagnostické met6dy na zistovanie a potvrdzovanie urdi-
tych ndkaz ryb a ktorym sa rusi rozhodnutie 92/532/EHS

(ozndmené pod dokumentacnym cislom C (2001) 426)

(Text s platnostou pre EHP)

(2001/183/ES)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurdpskeho spoloCenstva,

so zretefom na smernicu Rady 91/67/EHS z 28. janudra 1991
tykajacu sa zdravotnych podmienok zvierat doddvanych na trh
ako zvieratd vodného hospodirstva a produkty z nich (})
v zneni smernice 98/45/ES (}) a najmi na jej clanok 15,

kedZe:

(1)  Pliny odberu vzoriek a diagnostické metédy na zisto-
vanie a potvrdzovanie urcitych ndkaz ryb boli ustano-
vené v rozhodnuti Komisie 92/532/EHS (}) v zneni
rozhodnutia Komisie 96/240(ES (%).

(2)  Od prijatia rozhodnutia 92/532/EHS doslo k novému
praktickému  a vedeckému  vyvoju  a smernica
91/67[/EHS bola zmenend. To vyzaduje aktualizdciu
planov odberu vzoriek a diagnostickych metdd.

(3)  Tato aktualizdcia sa tyka vySetrovania a identifikdcie
virusov sposobujicich virusovi hemoragickd septikémiu
(VHS) a infeként hematopoietickti nekrézu (IHN), ako
aj zmien vyplyvajicich zo zmien smernice 91/67[EHS.

(4)  Prebehla konzultdcia s referenénym laboratériom spolo-
Censtva pre nakazy ryb, ktoré bolo zriadené smernicou
Rady 93/53/EHS ().

(5)  Plany odberu vzoriek a diagnostické metddy na zisto-
vanie a potvrdzovanie uritych nakaz ryb, ktoré boli
ustanovené v rozhodnuti 92/532/EHS, musia byt
zru$ené pre zabezpelenie jasnosti.

. ES L 46,19.2.1991,s. 1.
. ES L 189, 3.7.1998,s. 12.
. ES L 337,21.11.1992, s. 18.
. ES L 79,29.3.1996,s. 19.
. ES L 175,19.7.1993, 5. 23.
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(6)  Opatrenia ustanovené v tomto rozhodnuti sii v sdlade
so stanoviskom Stdleho veterindrneho vyboru,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTIE:

Cldnok 1
Pliny odberu vzoriek a diagnostické metédy na zistovanie
a potvrdzovanie virusovej hemoragickej septikémie (VHS)

a infekénej hematopoietickej nekrézy (IHN), st ustanovené
v prilohe.

Cldnok 2
Tymto rozhodnutim sa ru$i rozhodnutie 92/532/EHS.

Cldnok 3

Toto rozhodnutie je adresované ¢lenskym Statom.

V Bruseli 22. februdra 2001

Za Komisiu
David BYRNE

clen Komisie
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PRILOHA

PLANY ODBERU VZORIEK A DIAQNOSTICKE MET(’)DVY NA ZISTOVANIE A POTVRDZOVANIE
VIRUSOVE] HEMORAGICKE]J SEPTIKEMIE (VHS) A INFEKCNE] HEMATOPOIETICKE] NEKROZY (IHN)

UvoD
Tato priloha:

a) ustanovuje smernice a minimdlne poziadavky pre pliny odberu vzoriek a diagnostické metédy na zistovanie
a potvrdzovanie pritomnosti virusovej hemoragickej septikémie (VHS) a infekénej hematopoietickej nekrézy (IHN);

b) zahffia ustanovenia priloh B a C smernice 91/67/EHS pre schvalovanie a zachovanie §tatitu z6én a fariem v ne-
schvalenych oblastiach;

¢) obsahuje ustanovenia zamerané na riadne diagnostikovanie VHS a IHN a na tradné uznanie Stattitu zon a fariem
v neschvélenych oblastiach v stlade s ¢lankami 5 a 6 smernice 91/67/EHS;

d) je adresovand orgdnom zodpovednym za kontrolu VHS a IHN a laboratérnym pracovnikom, ktorf vykondvaji testy
v suvislosti s tymito ndkazami. V uvedenom zmysle sa doraz kladie na postupy odberu vzoriek, zdsady a aplikdcie
laboratérnych testov a hodnotenie ich vysledkov, ako aj na podrobné laboratérne metédy. Tam, kde je to primerané,
viak laboratdrid mozu uplatnit zmeny testov popisané v tejto prilohe alebo pouzit iné testy, ak mozno preukazat ich
rovnak citlivost a Specifickost.

Cast I obsahuje plény odberu vzoriek a diagnostické metédy pre sledovanie VHS a IHN s cielom ziskat a zachovat si
schvaleny Statit zony alebo farmy v neschvalenej oblasti.

V Casti II st popisané diagnostické postupy pre potvrdzovanie VHS a IHN v pripade podozrenia.

V casti III st uvedené kritérid a smernice pre program uradnej zdravotnej kontroly, ktory dokumentuje historicky
prehlad o nepritomnosti VHS a/alebo THN.

Cast IV obsahuje doporuceny postup titrécie virusu VHS a THN na overenie citlivosti bunkovych kultdr na infekciu.

Akronymy a skratky st uvedené v Casti V.

CAST 1

Pliny odberu vzoriek a diagnostické metédy pre sledovanie VHS a IHN s cielom ziskat a zachovat si schvd-
leny Statiit z6ny alebo farmy v neschvilenej oblasti

I. Kontroly a odber vzoriek

1. Vseobecné ustanovenia o Klinickych zdravotnyich kontroldch, zbere a vybere vzoriek pre sledovanie zon alebo fariem v neschvdle-
nych oblastiach s cielom ziskat a zachovat'si schvdleny Statiit pre VHS a/alebo IHN

Klinické zdravotné kontroly a odber vzoriek rybicho tkaniva ajalebo vajecnikovej tekutiny, vykondvany v zdénach
alebo na farmdch v neschvélenych oblastiach s cielom ziskat a zachovat si schvileny statdt pre VHS afalebo IHN
v stlade s prilohami B a C smernice 91/67/EHS, st zhrnuté v tabulkdch 1A, 1B a 1C. Dalsie podrobnosti si
uvedené v Castiach 112 az LL4. Tabulky 1A a 1B sa nevztahuji na nové farmy a farmy, ktoré obnovuji svoju
¢innost sdvisiacu s rybami, vajickami alebo gamétami zo schvilenej zony alebo schvélenej farmy v neschvalenej
oblasti, ak spliaji poziadavky ustanovené v smernici 91/67/EHS, priloha C, ¢ast 1.A.6a) alebo .A.6b) alebo I1.A.3a)
alebo I1.A.3b).

Klinické kontroly musia byt vykonané v obdobi od oktdbra do jina alebo vzdy, ked je teplota vody nizsia ako 14 °C.
Ak st farmy klinicky kontrolované dvakrat rocne, intervaly medzi kontrolami musia byt aspon Styri mesiace. V3etky
vyrobné jednotky (rybniky, nddrze, sietové klietky atd.) musia byt kontrolované na pritomnost uhynutych, slabych
alebo abnormalne sa spravajicich ryb. Osobitnd pozornost musi byt venovand oblasti odtoku vody, kde sa zhroma-
zduju slabé ryby kvoli pradeniu vody.
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Ryby ako vzorky musia byt vybrané nasledovnym sposobom.

— Ak st pritomné pstruhy dihové, na odber vzorieck mozu byt vybraté len tieto druhy ryb. Ak pstruhy dihové nie
st pritomné, vzorku mozno odobrat z inych pritomnych druhov ryb vidy, ked st tieto druhy citlivé na VHSV a/
alebo THNV (ako je uvedené v prilohe A smernice 91/67/EHS). Tieto druhy musia byt pomerne zastipené vo
vzorke.

— Ak sa na chov ryb vyuziva viac ako jeden vodny zdroj, do odberu vzoriek musia byt zahrnuté ryby zo vetkych
vodnych zdrojov.

— Ak st pritomné slabé, abnormélne sa spravajice alebo cerstvo uhynuté (nerozlozené) ryby, treba predovsetkym
vybrat tieto ryby. Ak takéto ryby nie st pritomné, vybrané ryby musia zahffiat zdravé ryby s beznym vzhladom
odobraté tak, aby boli vo vzorke pomerne zastipené vietky Casti farmy ako aj vetky rocniky.

. Osobitné ustanovenia, vrdtane odberu vzoriek, pre sledovanie zén alebo fariem v neschvdlenych oblastiach s cielom ziskat

a zachovat si schvdleny Statit pre VHS a/alebo IHN

1. Zobna alebo farma v neschvélenej oblasti, ktord je pod tradnym dohladom, moze ziskat schvaleny statat pre VHS
afalebo IHN, pri¢om sa na fiu vztahuje:

a) Vzor A — dvojro¢ny program dozoru

Aspori po dvoch rokoch nepritomnosti akéhokolvek klinického alebo iného priznaku VHS afalebo IHN musi
byt na vietkych farmach v zéne alebo na akejkolvek farme v neschvalenej oblasti, ktord mé byt schvélend, dva
roky vykondvand zdravotnd kontrola, a to dvakrét ro¢ne. Pocas tohto dvojrocného kontrolného obdobia, ktoré
predchddza ziskaniu schvdleného Statitu, musi pokracovat nepritomnost klinickych alebo inych priznakov
VHS afalebo IHN, pricom vzorky sa musia odoberat na vySetrovanie v siilade s tabulkou 1A. Okrem toho
musia byt vzorky vybrané, pripravené a vysetrované tak, ako je popisané v Castiach LI az LIV a laboratérne
vySetrovania musia priniest negativne vysledky na VHS afalebo IHN; alebo

=

Vzor B — dvojro¢ny program dozoru s redukovanou velkostou vzorky

Po programe tradnej zdravotnej kontroly, ktory dokumentuje historicky prehlad o nepritomnosti VHS afalebo
[HN aspon 3tyri roky, musi byt na vietkych farmdch v zéne alebo na akejkolvek farme v neschvélenej oblasti,
ktord mé byt schvdlend, dva roky vykondvand zdravotnd kontrola, a to dvakrdt ro¢ne. Pocas tohto dvojro¢ného
kontrolného obdobia, ktoré predchddza ziskaniu schvileného Statdtu, musi pokracovat nepritomnost klinic-
kych alebo inych priznakov VHS afalebo IHN, pricom vzorky sa musia odoberat na vysetrovanie v stlade
s tabulkou 1B. Okrem toho musia byt vzorky vybrané, pripravené a vySetrované tak, ako je popisané
v Castiach LI az LIV a laboratorne vySetrenia musia priniest negativne vysledky na VHS afalebo IHN. Pre
uznanie programu zdravotnej kontroly pod dradnym dohladom pre zdokumentovanie nepritomnosti VHS a/
alebo IHN musia byt splnené kritérid a smernice uvedené v casti IIL

2. Osobitné ustanovenia pre schvalovanie novych fariem a fariem, ktoré obnovujii svoju ¢innost stvisiacu s rybami,
vajickami alebo gamétami zo schvilenej zony alebo schvélenej farmy v neschvdlenej zéne.

Nové farmy a farmy, ktoré obnovuji svoju ¢innost svisiacu s rybami, vajickami alebo gamétami zo schvélenej
z6ny alebo schvilenej farmy v neschvélenej zéne, mozu ziskat Statdat v sdlade s poziadavkami ustanovenymi
v smernici 91/67/EHS, priloha C, LA.6a/b alebo IL.A.3.a/b. V uvedenom zmysle sa na tieto farmy nevztahuji
ustanovenia o odbere vzoriek, uvedené vo vzoroch A a B (Casti 11.2.1.a a LL2.Lb).

3. Program dozoru na zachovanie schvéleného $tatitu v savislosti s VHS afalebo IHN

Pre zachovanie schvdleného Statitu zény alebo farmy v neschvilenej oblasti pre VHS afalebo IHN musia byt
kontroly a odber vzoriek na vy3etrenie vykonané v stlade s tabulkou 1C. Vzorky musia byt vybrané, pripravené
a vySetrované tak, ako je popisané v castiach LI az LIV a laboratérne vySetrenia musia byt negativne na
povodcov VHS afalebo IHN

3. Priprava a zasielanie vzoriek 1yb

Pred zaslanim alebo prepravou do laboratéria musia byt z ryb sterilnymi pitevnymi ndstrojmi odstrdnené Casti
orgdnov, ktoré maji byt vysetrené a vlozené do sterilnych plastickych skiimaviek, ktoré obsahujii transportné
médium, t. j. médium bunkovej kultiry s 10 %-nym telacim sérom a antibiotikami. Mozno odporticat kombindciu
200 iu penicilinu, 200 pg streptomycinu a 200 pg kanamycinu na mililiter (ml); moéZu byt pouzité aj iné antibiotikd
s dokdzanou ucinnostou. Tkanivovy materidl, ktory ma byt preskimany, je slezina, prednd oblicka a okrem toho
srdce alebo mozog. V niektorych pripadoch musi byt preskiimand vajecnikové tekutina (tabulky 1A az C).
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Vajecnikova tekutina alebo Casti orgdnov najviac z 10 ryb (tabulka 1A az C) musia byt vloZené do sterilnej
skimavky, ktord obsahuje aspon 4 ml transportného média a predstavuje jednu spojent vzorku. Tkanivo v kazdej
vzorke musi vazit aspori 0,5 gramu (g).

Skiimavky musia byt umiestnené v izolovanych kontajneroch (napriklad v polystyrénovych prepravkich s hrubymi
stenami) spolu s dostatoénym mnozstvom ladu alebo chladiacich prvkov na zabezpecenie chladenia vzoriek pocas
prepravy do laboratéria. Treba predist zmrazeniu. Teplota vzorky pocas prepravy nesmie nikdy prekrocit 10 °C,
pricom v transportnej prepravke musi byt pritomny lad este pri prevzati alebo jeden alebo viaceré mraziace bloky
musia byt stdle Ciastocne alebo tplne zamrznuté.

Virologické skimanie musi zacat ¢o najskor, a to najneskor do 48 hodin po odobrati vzoriek. Vo vynimocnych (')
pripadoch moéze virologické vySetrenie zacat najneskor do 72 hodin po odobrati materidlu, a to za predpokladu, Ze
materidl, ktory ma byt vySetrovany, je chrdneny transportnym médiom a pocas prepravy mozu byt splnené pozia-
davky na teplotu (ast LL.3, odsek 3).

Celé ryby mozu byt odoslané do laboratéria, ak je mozné splnit poziadavky na teplotu pocas prepravy. Celé ryby
mozu byt zabalené do papiera s absorbénymi vlastnostami a musia byt nakoniec expedované v plastickom sicku,
chladené tak, ako bolo uvedené.

Vsetko balenie a oznacovanie musi byt vykonané v stlade so sicasnymi nirodnymi a medzindrodnymi prepravnymi
predpismi.

. Odber doplnkového diagnostického materidlu

Podla dohody s prislusnym diagnostickym laboratériom moézu byt odobraté aj iné tkanivd ryb a pripravené na
doplijice skimania.

1. Priprava vzoriek na virologické vySetrenie

. Zmrazovanie vo vynimocnych pripadoch

Ak vzniknt praktické problémy (napr. zIé poveternostné podmienky, dni pracovného pokoja, problémy v laboratériu
atd’), ktoré znemoznujii naockovanie buniek do 48 hodin od odberu vzoriek tkaniva, je pripustné zmrazit vzorky
tkaniv v médiu bunkovej kultdry pri teplote -20°C alebo niZsej a vykonat virologické vysetrenie do 14 dni. Tkanivo
vak musi byt zmrazené a rozmrazené pred vySetrenim len raz. Musia byt vedené zdznamy s informdciami
o dovode zmrazenia vzoriek tkaniva (btirka, odumretie bunkovych linif atd.)

. Homogenizdcia orgdnov

Tkanivo, ktoré je v skiimavkéch, musi byt v laboratériu Gplne homogenizované (stomacherom, v mie§acom zaria-
denf alebo trecej miske a roztieradlom so sterilnym pieskom) a ndsledne suspendované v povodnom transportnom
médiu.

Ak vzorka pozostdvala z celych ryb kratsich ako 4 cm, tieto ryby treba posekat sterilnymi noznicami alebo skal-
pelom po odstrdneni tela za Crevnym otvorom. Ak vzorka pozostdvala z celych ryb dlhsich ako 6 c¢m, vzorky
tkaniva treba odobrat tak, ako je popisané v Casti LL.3. Vzorky tkaniva treba posekat sterilnymi noZnicami alebo skal-
pelom a homogenizovat podla popisaného postupu a suspendovat v transportnom médiu.

Kone¢ny pomer medzi tkanivovym materidlom a transportnym médiom musi byt v laboratériu upraveny na 1:10.

. Odstredovanie homogendtu

Homogendt sa odstreduje v odstredivke ochladenej na teplotu 2 °C az 5 °C a pri 2 000 az 4 000 x g za 15 mindt
a pomerné médium sa odoberd a spracovdva bud styri hodiny pri teplote 15 °C, alebo cez noc pri teplote 4 °C anti-
biotikami, napr. v tejto etape moze byt uzitoény gentamicin 1 mg/ml.

Ak je vzorka prepravovand v transportnom médiu (napr. vystavend antibiotikdm), spracovanie pomerného média
antibiotikami mozno vynechat.

Cielom spracovania antibiotikami je kontrola bakteridlnej kontamindcie vo vzorkdch, pricom nie je potrebnd filtrdcia
cez membranové filtre.

Ak je odobraty supernatant skladovany pri teplote -80°C do 48 hodin po odbere vzorky, na virologické vySetrenie
moze byt znovu pouZity len raz.

(") Vo vynimoc¢nych pripadoch, napr. ak sd ryby odoberané z velmi vzdialenych oblasti, kde neexistuje moznost denného odosielania.
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Ak vzniknd praktické problémy (napr. porucha inkubdtora, problémy s bunkovymi kultirami atd), ktoré znemo-
Ziuji naockovanie buniek do 48 hodin od odberu vzoriek tkaniva, je pripustné zmrazit supernatant pri teplote -
80°C a vykonat virologické skiimanie do 14 dni.

Pred ockovanim buniek sa supernatant zmie$a v rovnakom pomere primerane zriedeného kiipela antiséra proti
domdcim sérotypom virusu IPN, a inkubuje sa s nim aspon jednu hodinu pri teplote 15 °C alebo maximdlne na 18
hodin pri teplote 4 °C. Titer antiséra musi byt aspon 1:2000 pri 50 % teste neutralizacie plakov.

Cielom spracovania vietkej ockovacej ldtky s antisérom virusu IPN (virus, ktory sa v niektorych castiach Eurépy
vyskytuje pri 50 % vzoriek ryb) je zabrdnit vyskytu cytopatogenického efektu CPE v ockovanych bunkovych kultd-
rach v dosledku existencie virusu IPN. Tym sa skrati trvanie virologickych skdmani ako aj pocet pripadov, pri
ktorych by vyskyt CPE musel byt povazovany za potencialny priznak VHSV alebo IHNV.

Ak vzorky pochddzaji z vyrobnych jednotiek, ktoré st povazované za vyrobné jednotky bez vyskytu IPN, spraco-
vanie ockovacej latky s antisérom na virus IPN mozno vynechat.

III. Virologické vysetrenie

. Bunkové kultiry a médid

Bunky BF-2 alebo RTG-2 a EPC alebo FHM st pestované pri teplote 20 az 30°C v primeranom médiu, napr. Eaglov
MEM (alebo jeho modifikdcie) s pridavkom 10 % séra ziskaného z plodov hovidzieho dobytka a antibiotk v $tan-
dardnych koncentracidch.

Ak st bunky kultivované v uzatvorenych nddobkach, odportica sa médium pufrovat hydrogénuhlicitanom. Médium
pouzité na kultiviciu buniek v otvorenych jednotkdch moze byt pufrované pomocou Tris- HCl (23 mM) a Na-hydro-
génuhli¢itanom (6 mM). pH musi byt 7,6 + 0,2.

Bunkové kultdry, ktoré budt pouzité na ockovanie tkanivového materidlu, maji byt mladé (4 az 48 hodin staré)
a aktivne rast (nezlievat sa) pri ockovani.

. Naockovanie bunkovych kultiir

Suspenzia orgdnov spracovand pomocou antibiotik sa naockuje do bunkovych kultir v dvoch roztokoch, t. j.
primdrny roztok a okrem toho jeho roztok zriedeny 1:10, vysledkom ¢oho st konecné roztoky tkanivového mate-
ridlu v médiu bunkovej kultiiry v pomere 1:100 resp. 1:1000 (s cielom zabrdnit homologickej interferencii). Musia
byt ockované aspon dve bunkové linie (pozri Cast I IIl.1. Pomer medzi velkostou ockovacej ldtky a objemom média
bunkovej kultiiry musi byt priblizne 1:10.

Pre kazdy roztok a kazdd bunkovt liniu musi byt pouzitd bunkova plocha aspon priblizne 2 cm?, ¢o zodpovedd
jednej miske s bunkovymi kultirami z 24 misiek. Odportca sa pouzitie misiek s bunkovymi kultirami, ale mozu
byt pouzité tiez iné, podobné alebo vicsie jednotky.

. Inkubdcia bunkovych kultir

Inkubdcia ockovanych bunkovych kulttr sa uskuto¢niuje pri teplote 15 °C na 7 az 10 dni. Farba média s bunkovymi
kulttirami sa men{ z Cervenej na zltd, ¢o naznacuje okyslovanie média, pricom sa musi vykonat Gprava pH sterilnym
roztokom hydrogénuhlicitanu alebo ekvivalentnymi litkami na zabezpecenie citlivosti na virusovii infekciu.

Aspon kazdych Sest mesiacov alebo pri podozreni na zniZend citlivost buniek sa vykond titrdcia zmrazenych zdsob
VHSV a THNV na overenie citlivosti bunkovych kultdr na infekciu. Odporicany postup je uvedeny v Casti IV.

. Mikroskopia

Naockované bunkové kultiry musia byt pravidelne kontrolované (aspon trikrdt tyZzdenne) na vyskyt CPE pri 40 az
150-ndsobnom zvicSeni. Ak je zretelne zisteny CPE, musia byt okamzite zahdjené postupy na identifikiciu virusu
podla casti LIV.

. Subkultivdcia

Ak sa po primdrnej inkubdcii 7 az 10 dni nevyvinul CPE, na Cerstvych bunkovych kultirach sa vykondva subkulti-
vécia, pricom sa pouzije bunkova oblast podobnd primdrnej kultire.

Pomerné Casti média (supernatant) zo vietkych kultir/misiek, ktoré predstavujii primdrnu kultiru, sa spoja podla
bunkovych linif 7 az 10 dni po ockovani. Tieto spojené séra sa potom naockujii do homogénnych bunkovych kulttir,
ktoré st nezriedené alebo zriedené 1:10 (ktorych vysledkom st konecné roztoky supernatantu v pomere 1:10 resp.
1:100), ako je popisané v casti LIIL.2. Alternativne sa pomerné Casti 10 % média, ktoré predstavuji primdrnu
kultiru, naockuji priamo do misky s rybacou bunkovou kultirou (subkultivicia od misky k miske). Ockovaniu
moze predchddzat predbeznd inkubdcia roztokov s antisérom proti virusu IPN v prislusnom roztoku, ako je popi-
sané v casti LIL3.
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Potom sa vykond inkubdcia ockovanych kultir na 7 a 10 dni pri teplote 15°C s pozorovanim, ako je uvedené
v Casti LIIL4.

Ak sa toxicky CPE vyskytne do troch dni od inkubdcie, v tejto etape mozno vykonat subkultivdciu, ale bunky sa
potom musia inkubovat na sedem dni a opit subkultivovat s dalou inkubdciou na sedem dni. Ak sa toxicky CPE
vyvinie do troch dni, bunky mozno prendsat len jedenkrdt a inkubovat tak, aby bolo dosiahnutych celkom 14 dni od
primédrneho ockovania. Pocas poslednych siedmich dni inkubécie nemd byt zisteny Ziadny dokaz toxicity.

Ak dojde k bakteridlnej kontamindcii napriek spracovaniu antibiotikami, subkultivicii musi predchddzat odstredenie

2000 az 4000 x g na 15 az 30 mindt pri teplote 5 °C a/alebo filtricia superrnatantu cez filter 0,45 pm (membrana
s nizkym viazanim bielkovin). Okrem toho st postupy subkultivicie rovnaké ako pri toxickom CPE.

IV. Identifikdcia virusu

. Testy na identifikdciu virusu

Ak bol zisteny dokaz o pritomnosti CPE v bunkovej kultire, médium (pomerné médium) sa odoberie jednou alebo
viacerymi z nasledovnych metdd: neutralizdcia, IF, ELISA. Ak tieto testy neumoznia definitivnu identifikdciu virusu
do jedného tyzdna, supernatant musi byt odoslany do ndrodného referenc¢ného laboratéria alebo referenc¢ného labora-
téria EU pre ndkazy ryb na okamzitd identifikdciu.

. Neutralizdcia

Odstrdnenie buniek z odobratého supernatantu odstredenim (2 000 az 4000 x) alebo membranovou filtrdciou (0,45
pm) s membrdnou s nizkym viazanim bielkovin a supernatant sa zriedi v pomere 1:100 a 1:10 000 v médiu
bunkovej kultdry.

Pomerné casti dvoch roztokov supernatantu sa zmiesaji a inkubuji na 60 mindt pri teplote 15 °C s rovnakymi
astami nasledovnych c¢inidiel osobitne:

— — sérum obsahujtice skupinovo 3pecificki protilatku proti VHSV v roztoku 1:50 (obj:obj) ()
— sérum, obsahujtce skupinovo $pecifickii protilatku proti IHNV v roztoku 1:50 (obj:obj) (')
— spojené antiséra proti domacim sérotypom IPNV v roztoku 1:50 (obj:obj) (')

— samotné médium (pozitivna kontrola).

Z kazdej zmesi virusu odobratého z povrchu séra sa naockuji aspoii dve bunkové kultiry, kazdd po 50 pm
a potom sa vykond inkubdcia pri teplote 15 °C. Skontroluje sa vyvoj CPE, ako je popisané v Casti LIIL4.

Niektoré kmene VHSV nereagujii na neutralizaéné testy. Takéto izolaty musi identifikovat IF alebo ELISA.

Alternativne moZzu byt pouzité iné neutralizacné testy s preukdzanou ucinnostou.

. IF

Na identifikdciu kazdého virusového izoldtu sa asponn osem krycich skli¢ok alebo ich ekvivalent osadi bunkami pri
hustote, ktord povedenie k splynutiu priblizne na 60 % az 90 % po 24 hodindch od kultivicie. Na tento tcel sa
odporicaji bunky EPC z dovodu ich silnej prilnavosti k sklenym povrchom, pri¢om vsak moézu byt pouzité aj iné
bunkové linie ako je BF-2, RTG-2 alebo FHM.

Ked sa bunky usadia na povrchu skla (asi jednu hodinu po osadeni) alebo, ak boli kultiry inkubované na dobu do 24
hodin, naockuje sa virus, ktory md byt identifikovany. St naockované Styri kultiry v objemovom pomere 1:10
a Styri kulttry v pomere 1:1 000. Tieto sa potom inkubuja pri teplote 15 °C na 20 az 30 hodin.

Po inkubdcii sa kultiry dvakrat opldchnu v Eaglovom MEM bez séra, zafixuji sa v 80 % ladovom aceténe a potom
sa zafarbia dvomi vrstvami IFAT. Prvd reagencnd vrstva pozostdva z poly- alebo monoklondlnych protildtok refe-
renénej kvality. Druhd reagencnd vrstva je fluorochrémom konjugované antisérum imunoglobulinu, ktoré je pouzité
v prvej vrstve. Pre kazdé antisérum musi byt zafarbend aspon jedna ockovacia kultdra s vysokou ddvkou a jedna
s nizkou dévkou. Test musi zahfnat riadne negativne a pozitivne kontroly. Odporacaji sa fluorochrémy, ako si
FITC alebo TRITC.

Farbené kultdry sa osadia za pouzitia roztoku glycerinu a soli a vySetruji pod dopadajicim ultrafialovym (UV)
svetlom. PouZivaji sa okuldre 10 x alebo 12 x a x 25 alebo x 40 3o3ovky objektivu s numerickou aperttirou > 0,7
resp. > 1,3.

Uvedend metdda IF je uvedend ako priklad. Alternativne mozu byt pouzité iné metddy IF (sivisiace s bunkovymi
kulttirami, fixdciou a protildtkami referen¢nej kvality) s preukdzanou dcinnostou.

(") Alebo ako uréf referencné laboratérium vzhladom na moZznt cytotoxicitu antisér.
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4. ELISA

Jednotlivé misky mikrotitrovacich dosiek sa na noc natrd odporticanymi roztokmi Cistenych imunoglobulinovych
frakcif z protildtok referen¢nej kvality.

Po oplichnuti misiek tlmiacim roztokom PBS-Tween-20 sa virus, ktory md byt identifikovany, pridd do misiek
v dvojndsobnych alebo $tvorndsobnych riediacich krokoch a umozni sa jeho reakcia s ndterovou protildtkou na 60
mindt pri teplote 15 °C. Po oplachnuti pufrovacim roztokom PBS-Tween-20 sa pridaji bitionované protilatky so
$pecifikom zodpovedajiicim vrstve protilitok a nechaji sa reagovat 60 mindt pri teplote 20 °C. Po dalsom oplch-
nuti sa pridd streptavidin konjugovany HRP a umozni sa jeho reakcia na jednu hodinu pre teplote 20 °C. Po
poslednom oplachnuti sa vizualizuje viazany enzym pomocou primeranych substratov ELISA (OPD alebo iné).

Uvedené verzia ELISA na baze biotin-avidinu je uvedend ako priklad. Namiesto nej mozu byt pouzité iné verzie
ELISA s preukdzanou t¢innostou.

TABULKA 1A

Program kontroly a odberu vzoriek pre zény a pre farmy v neschvilenych oblastiach na kontrolné obdobie
dva roky, ktoré predchddza ziskaniu schvileného Statiitu v siivislosti s VHS a/alebo IHN

(v sitlade so smernicou 91/67/EHS, prilohy B a C a ustanovenia uvedené v casti I tejto prilohy)

Pocet Klinickych Pocet laboratérl— Laboratdrne vySetrovanie na pritomnost virusu (')
kontrol za rok nych vySetrent
(dva roky) za rok (dva Pocet mladych ryb(Organovy Pocet chovov
Y roky) material) ryb(Vajecnikovd tekutina)
Kontinentédlne zény a
farmy
a) Farmy s chovom 2 2 120 (prvé kontrola) (2) 30 (prvé kontrola) (°)
150 (druhd kontrola) 0 (druhd kontrola)
b) Farmy len s chovom 2 1 0 150 (prvd alebo druhd
kontrola) (?)
¢) Farmy bez chovu 2 2 150 (prvé a druhd 0
kontrola)
Pobrezné zény a farmy
a) Farmy s chovom 2 2 120 (prva kontrola) 30 (prvé kontrola) (%)
150 (druhd kontrola) 0 (druhd kontrola)
b) Lososové farmy bez 2 2 30 (prvé a druhdkon- 0
chovu trola) (*)
¢) Nelososové farmy bez 2 2 150 (prvé a druhdkon- 0
chovu trola)

Maximalny pocet ryb v jednej nadrzi: 10

(') Alternativne moze byt pouzitd redukovana vzorka, ako je uvedené v Tabulke 1B, ak st splnené poziadavky uvedené v teste casti 1.1,
L12.1balll

() Klinické kontroly.

Za vynimocnych okolnosti, ak nie je mozné ziskat vaje¢nikovii tekutinu, moézu byt namiesto nej odobraté vzorky organov.

Vzorky musia byt odobraté najskor tri tyzdne po prelozeni ryb zo sladkej do slanej vody.

==
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TABULKA 1B

Program kontroly a odberu vzoriek na kontrolné obdobie dva roky, ktoré predchiddza ziskaniu schvileného
Statiitu v sdvislosti s VHS afalebo IHN v zénach alebo na farmdach v neschvélenych oblastiach s dradne uznanou
a zdokumentovanou histériou nepritomnosti tychto nikaz

(v silade so smernicou 91/67/EHS, prilohy B a C a ustanovenia uvedené v castiach I a III tejto prilohy)

Pocet Klinickych Pocet laboratélj- Laboratorne vysetrovanie na pritomnost virusu
kontrol za rok nych vysetreni
(dva roky) za rok (dva Pocet mladych ryb(Orgdnovy Pocet chovov
Y] roky) materidl) ryb(Vaje¢nikovd tekutina)
Kontinentédlne zény a
farmy
a) Farmy s chovom 2 2 0 (prva kontrola) (') 30 (prvé kontrola) (2)
30 (druhé kontrola) 0 (druhd kontrola)
b) Zariadenia pre mlddatd 2 1 0 30 (prvé alebo druhd
kontrola) (%)
¢) Farmy bez chovu 2 2 30 (prvd a druhd 0
kontrola)
Pobrezné z6ny a farmy
a) Farmy s chovom 2 2 0 (prvd kontrola) 30 (prvé kontrola) (2)
30 (druhd kontrola) 0 (druhd kontrola)
b) Lososové farmy bez 2 2 30 (prvé a druhdkon- 0
chovu trola) (%)
¢) Nelososové farmy bez 2 2 30 (prvéd a druhdkontrola) 0
chovu

Maximalny pocet ryb v jednej nddrzi: 10

(") Klinické kontroly.

() Za vynimoénych okolnosti, ak nie je mozné ziskat vaje¢nikovii tekutinu, mozu byt namiesto nej odobraté vzorky organov.
(%) Vzorky musia byt odobraté najskor tri tyzdne po prelozeni ryb zo sladkej do slanej vody.

TABULKA 1C

Program kontroly a odberu vzoriek pre zény a pre farmy v neschvilenych zénach pre zachovanie schvileného
Statiitu v savislosti s VHS afalebo IHN

(v sitlade so smernicou 91/67/EHS, prilohy B a C a ustanovenia uvedené v casti I tejto prilohy)

Laboratdrne vysetrenie na pritomnost virusu (')

Pocet Klinickych kontrol za rok Pocet mladych ryb(Orgdnovy | Pocet chovov ryb(Vajecnikova
materidl) tekutina)
Kontinentédlne zény a farmy
a) Farmy s chovom 2 20 (prvé alebo druhd 10 (prvé alebo druhd
kontrola) kontrola) (%)
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Laboratdrne vysetrenie na pritomnost virusu (')

Pocet klinickyjch kontrol za rok Pocet mladych ryb(Orgdnovy Pocet chovov ryb(Vaje¢nikova

materidl) tekutina)

b) Farmy len s chovom 2 0 30 (prvé alebo druhd
kontrola) ()

¢) Farmy bez chovu 2 30 0

Pobrezné zény a farmy

a) Farmy s chovom 2 20 (prvé alebo druha 10 (prvé alebo druhd
kontrola) kontrola) ()
b) Farmy bez chovu 1 30 (%) 0

Maximalny pocet ryb v jednej nadrzi: 10

(') V schvélenych oblastiach musia byt odoberané vzorky len roticiou v 50 % rybich fariem kazdy rok. V schvdlenych farmach v
neschvalenych zénach musia byt vzorky odoberané kazdy rok.

() Za vynimocnych okolnosti, ak nie je mozné ziskat vaje¢nikovii tekutinu, moézu byt namiesto nej odobraté vzorky organov.

(%) Vzorky musia byt odobraté najskor tri tyzdne po prelozeni ryb zo sladkej do slanej vody.

CASTII

Diagnostické postupy na potvrdenie VHS a IHN pri podozreni na nikazy

Na diagnostikovanie VHS a IHN treba pouzit jednu alebo viaceré z nasledujicich metdd:
— — A. konven¢nd izoldcia virusu s ndslednou sérologickou identifikdciou virusu,
— - B. izoldcia virusu so sticasnou sérologickou identifikdciou virusu,

— — C. iné diagnostické metddy (IFAT, ELISA).

Potvrdenie prvého pripadu VHS afalebo VHN na farmdch v schvalenych zénach nesmie vychddzat len zo samotnej
met6dy C.

K tkanivovému materidlu uréenému na virologické skimanie moze byt v niektorych pripadoch potrebné prilozit dalsi
materidl na bakteriologické, parazitologické, histologické alebo iné vysetrenie s cielom umoznit diferen¢nd diagnézu.

A. Konvencnd izoldcia virusu s ndslednou sérologickou identifikdciou virusu

L.1. Vyber vzoriek
Na vysetrenie treba vybrat aspori 10 ryb, ktoré maju typické priznaky IHN alebo VHS.

1.2. Priprava a expedicia vzoriek z ryb

Ako je ustanovené v Casti L1.3

L.3. Odber doplnkového diagnostického materidlu

Ako je ustanovené v Casti L4

Il Priprava vzoriek na virologické vysetrenie

Ako je ustanovené v Casti LII

1L Virologické vysetrenie

Ako je ustanovené v Casti LIII

IV. Identifikdcia virusu

Ako je ustanovené v Casti LIV
B. Izoldcia virusu so siiasnou sérologickou identifikdciou virusu

L.1. Vyber vzoriek

Ako je ustanovené v Casti [LA.L1

1.2. Priprava a expedicia vzoriek z 1yb

Ako je ustanovené v Casti L1.3
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1.3. Odber dopliwjiiceho diagnostického materidlu

Ako je ustanovené v Casti L4

I1.1. Homogenizdcia orgdnov

Ako je ustanovené v Casti LIL.2

11.2. 1.2 Odstredovanie homogendtu

Homogenit sa odstreduje v chladenej odstredivke pri teplote 2 °C az 5 °C pri 2 000 az 4 000 x g na 15 minit
a supernatant sa odoberie a spracuje na $tyri hodiny pri teplote 15 °C antibiotikami, napr. gentamicin 1 mg/ml
alebo filtruje cez membranu (0,45 pm), a to cez membrdnu s nizkym viazanim bielkovin.

I1.3. Spracovanie superrnatantu s diagnostickymi antisérami

Suspenzia orgdnov spracovand antibiotikami alebo filtrovand cez membranu sa zriedi v pomere 1:10 a 1:1 000
v médiu bunkovej kultdry a pomernych castiach zmieSanych a inkubovanych na 60 mindt pri teplote 15 °C
s rovnakymi Castami reagencnych Cinidiel uvedenych v casti LIV.2.

ML1. Bunkové kultiry a médid

Ako je ustanovené v Casti LIIL1

II1.2. Ockovanie bunkovych kultir
Z kazdej zmesi virusu a séra (pripravenej podla Casti ILB.IL3) sa naockuji aspori dve bunkové kultiry z jednej
bunkovej linie, kazdd po 50 pm.

1.3, Inkubdcia bunkovych kultiir

Ako je ustanovené v Casti LIIL.1

[I1.4. Mikroskopia

Naockované bunkové kultiry musia byt denne kontrolované na vyskyt CPE pri 40 az 150-ndsobnom zvicSeni. Ak
CPE zabrani jedno z pouzitych antisér, virus mozno povazovat za identifikovany v uvedenom zmysle.

Ak CPE nezabréni Ziadne antisérum, musia byt vykonané postupy na identifikdciu virusu nes podla Casti LIV.

111.5. Subkultivdcia

Ak sa 7 az 10 dni nevyvinul CPE, musi byt vykonand subkultivicia z kultdr naockovanych supernatantom plus
médiom (Cast ILB.IL3) podla casti LIIL5.

C. Iné diagnostické metddy

Supernatant pripraveny podla popisu v asti LI1.2 sa mozZe podrobit IFAT alebo ELISA podla Casti LIV.3, resp. Casti
LIV.4. Tieto rychle metédy musia byt doplnené o virologické skiimanie podla A alebo B do 48 hodin od odberu
vzoriek, ak:

a) je zisteny negativny vysledok; alebo

b) je zisteny pozitivny vysledok pri materidle, ktory predstavuje prvy pripad IHN alebo VHS v schvilenej oblasti.

Tkanivovy materidl moze byt podrobeny inym diagnostickym metédam, ako je RT-PCR, IF na rezoch zmrazeného mate-
ridlu alebo imunochemickej analyze materidlov fixovanych formalinom. K tymto metédam musi byt vidy pripojené
naockovanie nefixovaného tkanivového materidlu na bunkovych kulttirach.

CAST I

Zdokumentovand histéria nepritomnosti VHS ajalebo IHN v zoénach alebo na farmdch v neschvilenych zénach

Smernice a kritérid pre program tradnej zdravotnej kontroly

1. Program zdravotnej kontroly moze byt zacaty len:

— po tradne uznanom programe ozdravenia VHSV afalebo IHNV vritane odstrinenia vSetkych ryb na farme,
Cistenia, dezinfekcie a vyprazdnenia farmy pred opdtovnym naplnenim rybami zo schvilenych fariem, alebo

— na farmdch, ktoré st historicky bez infekcie VHSV alebo IHNV.
2. Program zdravotnej kontroly musi byt zalozeny na klinickych kontrolach aj laboratrnych vysetreniach.

3. Program musi zahfiat aspon dve klinické zdravotné kontroly ro¢ne podla smernic uvedenych v casti L.
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4. Aspon pri jednej z kontrol vykonanych kazdy rok musi byt z kazdej farmy odobratych 30 vzoriek rybieho tkaniva
ajalebo vajecnikovej tekutiny. Vzorky musia byt vybraté, pripravené a laboratérne vySetrenie podla Casti I, Il a 1V.

5. Program zdravotnej kontroly sa musi vykondvat aspon 3tyri roky na vietkych farmdch v zéne alebo na farme (v
neschvilenej zéne), ktord ma byt schvdlend.

6. Na tradné uznanie programu sa nesmi vyskytndt, ani objavit Ziadne pripady VHS alebo IHN (ziadne klinické infekcie
alebo izoldcie virusov).

CAST IV
Postup titricie na overenie citlivosti bunkovych kultiir na infekciu

Dalej st uvedené odportcané postupy titracie uvedené v Casti LIIL3.

Treba pouZit aspoii dva izolity VHSV a jeden izoldt IHNV. Izolity maji predstavovat hlavnd skupinu virusov v EU,
napr. pre VHSV jeden patogénny izolat zo pstruha dihového v sladkej vode a jeden patogénny izoldt kambaly velkej
v slanej vode a pre THNV jeden patogénny kmen zo pstruha ddhového z Eurépy. Treba pouzit dobre definované
izoldty z ¢lenskych statov. Referencné izoldty st k dispozicii v referen¢nom laboratériu EU pre ndkazy ryb.

Davky virusov sa ziskavaji v niekolkych priechodoch bunkovych kultir v bankdch s bunkovymi kultdrami na BF-2
alebo RTG-2 bunkdch v pripade VHSV a na EPC alebo FHM bunkdch pre IHNV. Treba pouzit médium bunkovej kultdry
s aspont 10 %-nym sérom. Na ockovanie pouzite nizku MOI (< 1).

V pripade celkového CPE (cytopatogénneho efektu) sa virus ziskava 15-mindtovym odstredovanim supernatantu
bune¢nej kultiry pri 2000 x g, sterilne membranovo filtruje (0, 45um) a distribuuje sa v kryotrubickdch so stitkom.
Virus sa skladuje pri teplote —80°C.

Tyzdent po zmrazeni sa tri trubicky s kazdym virusom nechaji roztopit v studenej vode a titruji sa na ich prislusnej
bunkovej linii. Aspon kazdych Sest mesiacov alebo pri podozreni, ze sa zniZila citlivost bunkovej linie, sa kazdy izoldt
virusu rozmrazi a titruje.

Postupy titrdcie musia byt podrobne popisané a vzdy musi byt pouZity rovnaky postup.

Titrécia so zriedenim az do kone¢ného bodu by mala zahffiat najmenej Sest opakovani kazdého kroku zriedenia. Titre sa
porovnaji s predtym ziskanymi titrami. Ak sa titer ktoréhokolvek z troch izoldtov virusu znizi o 2 logs alebo viac
v porovnani so zaciatocnym titrom, bunkova linia sa nemd dalej pouzivat na tGcely sledovania.

Ak st v laboratériu rozne bunkové linie, kazdd liniu treba skiimat osobitne.

Zaznamy musia byt uchovdvané aspon 10 rokov.

CASTV
Akronymy a skratky

BF-2 Poter zo slne¢nice modroziabrovej — 2 (bunkovd linia)
CPE Cytopaticky efekt

CRL Referenéné laboratérium spolocenstva pre nékazy ryb
ELISA  Imunostanovenie, kedy je na protildtku naviazany enzym
EPC Epithelioma papulosum cyprini (bunkova linia)

FHM Fathead minnow (bunkov4 linia)

FITC  Fluorescein-izothiokyandt

Hepes  Kyselina sulfonova 2-/4-(2-hydroxyethyl)piperazino/etanolova
HRP Peroxiddza chrenu

IF Imunofluorescencia

IFAT  Nepriamy fluorescencny test protilatok

[HN(V) Infekénd hematopoetickd nekréza (virus)

IPN Infekénd pankreatickd nekréza (virus)

MEM Minimdlne nutné médium
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MOI Multiplicita infekcie (pomer poctu pridanych infekénych virusovych castic ku zndmemu poctu buniek v jednej
kulttre)

OPD  Ortho-fenylendiamin

PBS Fosfatom pufrovany roztok soli

RTG-2  Gonddy pstruha dithového (bunkova linia)

RT-PCR Retazové reakcia — reverznd transkriptdza polymerdza
Tris-HCl Tris(hydroxymetyl)aminometan-HCl

TRITC  Tetrametyl-rhodamin-isothiokyanat

VHS(V) Virusovd hemoragicka septikémia (virus)



