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ROZHODNUTIE KOMISIE
z 13. jina 2003,

ktorym sa stanovuji kritérid na vymedzenie pdsiem a dradny dozor pri podozreni na vyskyt
nakazlivej chudokrvnosti lososov (ISA) alebo pri jeho potvrdeni

(ozndmené pod dokumentom cislo C(2003) 1831)

(Text s vyznamom pre EHP)

(2003/466/ES)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretefom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 91/67/EHS z 28. janudra 1991,
ktord sa tyka zdravotnych podmienok upravujicich uvddzanie
zivocichov a produktov akvakultiry na trh ('), naposledy
zmenenti  a doplnend nariadenim (ES) ¢ 806/2003 (),
a najmd na jej clanok 15,

so zretefom na smernicu Rady 93/53/ES z 24. juna 1993,
ktorou sa zavddzaji minimdlne opatrenia SpoloCenstva na
kontrolu urcitych chordb ryb (), naposledy zmenent a dopl-
nend rozhodnutim Komisie 2001/288/ES (*), a najmi na jej
¢lanok 5 ods. 2 a ¢lanok 6,

kedZe:

(1) Smernica 93/53/EHS stanovuje, Ze odber vzoriek a labo-
ratérne testovanie na vyskyt chordb uvedenych v zozna-
moch I a II (ktoré st uvedené v prilohe A k smernici
91/67/EHS) sa vykonavaju pouzitim met6d stanovenych
v sdlade s ¢lankom 15 smernice 91/67/EHS.

(2)  Plany odberu vzoriek a diagnostické metddy na zisto-
vanie a potvrdzovanie chorob ryb uvedenych v zoz-
name I, virovej hemoragénnej septikémie (VHS)
a infek¢nej nekrézy krvotvorného tkaniva (IHN), st
stanovené v rozhodnuti Komisie 2001/183/ES ().

(3)  Podla ¢ldnku 5 ods. 2 a ¢ldnku 6 smernice 93/53/EHS,
vietky hospoddrstva nachddzajiice sa v rovnakom
povodi alebo v rovnakej pobreznej oblasti, ako sa
nachddza hospodirstvo, ktoré je podozrivé z infekcie
ndkazlivou chudokrvnostou lososov (ISA) alebo kde je
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infekcia potvrdend, sa dostanti pod dradny dozor.
Potrebné je stanovif kritérid na vymedzenie pdsiem
a uradny dozor.

(4)  Na tcely definovania pldnov odberu vzoriek a diagno-
stickych metdd na zistovanie a potvrdzovanie ISA a sta-
novenia kritérif pre vymedzenie pdsiem a tradny dozor
pri podozreni na ISA alebo jeho potvrdeni, sa konzulto-
valo s odbornikmi na zdravie ryb a laboratérnymi
odbornikmi. Dalej sa musia zohladnit pokyny pre diag-
nostikovanie ISA, stanovené v sticasnom vydani Diagno-
stickej prirucky pre choroby vodnych Zivocichov Medzindrod-
ného uradu pre nakazy zvierat (OIE).

(5)  Potrebné je stanovit dostatocne dlhii dobu na vykonanie
tychto novych poziadaviek.

(6)  Opatrenia ustanovené v tomto rozhodnuti si v sulade
so stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTIE:

Cldnok 1

Pliny odberu vzoriek a diagnostické metédy na zistovanie
a potvrdzovanie ndkazlivej chudokrvnosti lososov (ISA), ako aj
kritérid na vymedzenie pasiem a tdradny dozor pri podozreni
na ISA alebo jeho potvrdeni, sa stanovujii v prilohe k tomuto
rozhodnutiu.

Cldnok 2

Toto rozhodnutie sa uplatiiuje od 23. oktébra 2003.
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Cldnok 3

Toto rozhodnutie je adresované ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 13. jina 2003

Za Komisiu
David BYRNE

clen Komisie
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PRILOHA

Pliny odberu vzoriek a diagnostické metédy na zistovanie a potvrdzovanie ndkazlivej chudokrvnosti lososov
(ISA) a kritérid na vymedzenie pdsiem a tiradny dozor pri podozreni na ISA alebo jej potvrdeni

UVOD A DEFINICIE

Tato priloha:

a) ustanovuje pokyny a minimdlne poZziadavky na plany odberu vzoriek a diagnostické metddy zistovania a potvrdzo-
vania vyskytu ISA;

b) zaclenuje ustanovenia a definicie stanovené v smernici 91/67/EHS a smernici 93/53/EHS;

¢) vysvetluje ustanovenia urcené na spravne diagnostikovanie, kontrolu a dohlad nad ISA v pripade podozrenia alebo
potvrdenia ISA;

d) je ur¢end orgdnom zodpovednym za kontrolu ISA, ako aj laboratérnemu persondlu, ktory vykondva testy na tito
chorobu. Déraz sa kladie na postupy odberu vzoriek, zdsady a pouzivania laboratérnych testov a hodnotenia ich
vysledkov, ako aj na podrobné laboratérne techniky. Avsak v pripade potreby laborat6rid mozu zmenit testy opisané
v tejto prilohe alebo pouzit iné testy pod podmienkou, Ze sa moze preukazat, ze maju rovnaku alebo vyssiu citlivost
a $pecifickost. Okrem toho stanovuju kritérid na vymedzenie pasiem a dradny dozor pri podozreni na ISA alebo
jeho potvrdeni.Na tcely tejto prilohy sa uplatiiuji nasledovné doplnkové definicie.

,Povodim“ sa rozumie celé povodie vodného zdroja od pramena az k dstiu alebo ¢ast povodia od pramenia vodného
zdroja po prirodnd alebo umeld prekdzku, ktord brani rybdm v pohybe za tiito prekdzku.

,Pobreznou oblastou“ sa rozumie Cast rie¢neho alebo morského brehu alebo tstia s presnym zemepisnym vymedzenim,
ktoré pozostdva z homogénneho hydrodynamického systému alebo skupin takychto systémov.

Cast I stanovuje vieobecné zdsady a kritérid na diagnostikovanie a potvrdenie ISA a kritérid na vymedzenie pasiem
a tradny dozor, ktoré sa majui vykonat pri podozreni na ISA alebo jej potvrden.

Cast 11 vysvetluje inspekcie a odbery vzoriek, ktoré sa majii vykonat na tcely zistenia vyskytu ISA.
Cast III stanovuje metédy, ktoré sa majt pouzit pre virologické vysetrenie.
Cast IV naznacuje postup vysetrenia vzoriek pomocou RT-PCR na zistovanie ISA.

Cast V popisuje protokol, ktory sa m4 pouZif na vysetrenie vzoriek ladvin pomocou IFAT (testu na nepriamu fluore-
scen¢nd ltku), pokial ide o ISA.

Cast VI obsahuje metodolégiu pre histoldgiu.

Cast VII uvddza zoznam akronym a pouzitych skratick.

. Kritérid na diagnostikovanie ISA a pre stanovenie pdsiem, niektoré kontrolné opatrenia a tradny dohlad

1.1. Hlavné zdsady pre diagnostikovanie ISA

Primerané dovody pre podozrenie, Ze ryby st infikované virusom ISA, st uvedené v Casti 1.2 tejto prilohy.
Clenské $taty zaistujti, aby sa pri podozreni, e ryby v hospodarstve boli infikované virusom ISA, vykonalo
¢o najrychlejsie tradné vySetrenie na potvrdenie alebo vylicenie vyskytu choroby, pricom sa pouziji
indpekcie a klinické vySetrenia, ako aj zber a vyber vzoriek a metddy pre laboratérne vysetrenie stanovené
v Casti III - VI tejto prilohy. Vyskyt ISA sa povazuje za dradne zisteny, ak je splnend jedna z troch skupin
kritérif stanovenych v cCasti 1.3 tejto prilohy.

1.2. Podozrenie na infekciu ISA

1.2.1. Podozrenie na vyskyt ISA existuje, ak je splnené aspon jedno z tychto kritérif:

a) pritomnost postmortdlnych nalezov zlucitelnych s ISA, ¢i uz s klinickymi priznakmi choroby alebo
bez nich. Postmortdlne ndlezy a klinické priznaky choroby st v stlade s priznakmi stanovenymi
v novom vydani Diagnostickej prirucky pre choroby vodnych Zivocichov OIE;

b) izolovanie a identifikdcia virusu ISA v bunkovej kultdre zo samostatnej vzorky odobratej akejkol-
vek rybe na hospodarstve, ako je opisané v casti III;
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¢) dostatotné preukdzanie pritomnosti virusu ISA v dvoch nezdvislych laboratrnych testoch, ako je
test RT-PCR (Cast IV) a test IFAT (Cast V);

d) presun zZivych ryb do hospodarstva, kde existuji dostato¢né dovody domnievat sa, ze v dobe
presunu tu bol vyskyt ISA;

e) pokial vySetrenie odhali iné zdvazné epidemiologické vizby s hospodarstvami, v ktorych existuje
podozrenie na ISA alebo kde bola infekcia ISA potvrdend.

1.2.2. Podozrenie na ISA sa moze vylacit, ak trvalé vySetrenia, ktoré zahffiaji aspon jednu klinickd inspekciu
mesacne pocas doby Siestich mesiacov neposkytuji Ziadny dalsi vyznamny dokaz o vyskyte ISA.

1.3. Potvrdenie ISA

Vyskyt ISA sa povaZuje za potvrdeny, ak st splnené kritérid opisané v pismendch a) alebo b) alebo c):

a) boli pozorované klinické priznaky a postmortilne nélezy zlucitelné s ISA, v stilade s najnovsim vydanim
Prirucky pre diagnostikovanie choréb vodnych Zivocichov OIE vritane uhynutych ryb, slabych ryb alebo vykazu-
jucich nenormdlne sprdvanie sa, priznaky chudokrvnosti, iné postmortdlne nalezy a patologické zmeny
a virus ISA bol zisteny jednou alebo viacerymi nizsie uvedenymi metédami:

i) izoldcia a identifikdcia virusu ISA v bunkovej kultdre asponi z jednej odobratej vzorky z akejkolvek
ryby v hospodarstve, ako je opisané v Casti IIT;

ii) zistenie virusu ISA pomocou testu RT-PCR podla metdd opisanych v casti 1V;

iii) zistenie virusu ISA v tkanivich alebo pripravkoch z tkaniva prostrednictvom protildtok virusu ISA
(napr. test IFAT na vzorkdch ladvin, ako je opisané v casti V);

b) izoldcia a identifikdcia virusu ISA v dvoch vzorkdch odobratych z jednej alebo viacerych ryb v hospo-
dérstve testovanych pri roznych prilezitostiach pouzitim metddy opisanej v Casti 11

¢) izoldcia a identifikdcia virusu ISA aspon z jednej vzorky odobratej z akejkolvek ryby v hospodarstve
pouzitim metddy opisanej v Casti IlI, s potvrdenim zistenia virusu ISA v pripravkoch z tkaniva odobra-
tého z akejkolvek ryby v hospodérstve pouzitim testu RT — PCR (Cast 1V) alebo testu IFAT (Cast V).

1.4. Kritérid na stanovenie a zruenie pdsiem kontroly a tiradného dozoru pri podozreni na ISA a jej potvrdeni

I.4.1. Na tcely vytvorenia programu tiradného dozoru zalozeného na riziku, ¢lenské $tity zavedd v blizkosti
hospodarstva, kde je infekcia virusom ISA tdradne zistovand alebo potvrdend, vhodné pdsma kontroly
a dozoru.

1.4.2. Pdsma, ktoré sa maju stanovit, si definované na zdklade analyzy nebezpecenstiev dalsicho rozsirovania
choroby v konkrétnych pripadoch. V sdlade s epizootickou situdciou prislusné povodie alebo
pobrezné pasmo:

— je definované ako pdsmo kontroly alebo

— ak ide o rozsiahle povodie alebo pobrezné oblasti moze byt rozdelené na pdsmo kontroly
a pdsmo dozoru, ak nie je ohrozend prevencia rozsirovaniu virusu ISA.

Okrem toho v pripade potreby mozu byt stanovené dalsie pdsma dozoru mimo povodia alebo
pobreznej oblasti.

1.4.3. Hlavné faktory, ktoré sa zohladfiuji pre vymedzenie vyssie uvedenych pdsiem, st faktory, ktoré majt
vplyv na rizikd rozsirovania choroby na chovné i volne Zijiice ryby, to znamend: pocet, miera a rozde-
lenie dmrti ryb v hospoddrstve, kde je zistend alebo potvrdend infekcia virusom ISA; pri¢ina Gmrti
v dotknutom hospodarstve; vzdialenost k susednym hospoddrstvam a hustota tychto susednych
hospodarstiev; hospodarstva, ktoré st v styku; druhy pritomné v hospoddrstvach; riadenie pouzité
v zasiahnutych hospodarstvach a v susednych hospodarstvach; hydrodynamické podmienky a iné
faktory epidemiologického vyznamu identifikované v rdmci epizootického vysetrenia vykonaného
v stlade s ¢lankom 5 ods. 2 a s ¢ldnkom 8 smernice 93/53/EHS.
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1.4.4.

Na stanovenie pdsiem sa pouZiji tieto minimdlne kritérid

1.4.4.1. ,Pdsmo kontroly“ zavddza clensky 3tit v bezprostrednej blizkosti hospodarstva, v ktorom je
potvrdend infekcia virusom ISA takto:

— v pobreznych oblastiach: oblast zahffiajica kruh s priemerom aspon jedného posunu
prilivu alebo asponi 5 km, ktorého stredom je hospodarstvo, v ktorom je infekcia virusom
ISA potvrdend alebo porovnatelnd oblast urcend na zdklade prislusnych hydrodynamickych
alebo epizootickych tdajov, alebo

— vo vnutrozemi: celé povodie hospodarstva, v ktorom je potvrdend infekcia virusom ISA:
Clensky stit moze v rozsiahlych povodiach obmedzit rozsah pasma na cast povodia pod
podmienkou, Ze nie je ohrozend prevencia rozsirovania ISA.

1.4.4.2. ,Docasné pasmo kontroly“ sa zavddza v pripade podozrenia na vyskyt virusu ISA, toto pasmo
je zalozené na rovnakych kritéridch ako ,pdsmo kontroly*.

1.4.4.3. ,Pdsmo dozoru“ zavddza clensky §tdt v pripade potreby mimo pdsma kontroly v oblastiach,
kde sa povazuje za dostato¢ny menej prisny dozor, pricom toto pdsmo odpoveda:

— v pobreznych oblastiach: ploche, ktord okolo pdsma kontroly presahuje pdsma posunu
prilivu, ploche, ktord okolo pasma kontroly tvori kruh s priemerom 10 km od stredu
pdsma kontroly alebo rovnocennej ploche urcenej podla primeranych hydrodynamickych
alebo epidemiologickych tdajov alebo

— vo vnitrozemi: v pripade potreby rozsiahlej ploche leziacej mimo stanoveného pdsma
kontroly.

L.5. Zastavenie prevddzky a zruSenie stanovenych pdsiem

L.6.

L5.1.

L.5.4.

Prislusny orgdn clenského Stdtu zaistuje, aby vo vietkych hospodarstvach leziacich v pdsme kontroly
bola na primerand dobu pozastavend prevadzka potom, ako boli z nich odstrdnené ryby, a po dezin-
fekcii v pripade potreby. Doba zastavenia previddzky v hospodarstvach s potvrdenou infekciou
virusom ISA je minimdlne Sest mesiacov. DIzku doby zastavenia prevddzky v hospodarstvach v pds-
mach kontroly urcuje prislusny orgdn na zdklade posidenia rizika v jednotlivych konkrétnych pripa-
doch. Po vyprdzdneni vsetkych hospodarstiev leziacich v pdsme kontroly sa zavedie minimélne Sesttyz-
denné synchronizované obdobie zastavenia prevadzky.

Okrem toho prislusny orgdn moze rozhodnit o zastaveni prevadzky v hospodérstvach nachddzajicich
sa v zavedenych pasmach dozoru.

. Zavedené pdsma kontroly nesmii byt zruSené a znova zarybnené, pokial sa vietky hospodarstva nachd-

dzajiice sa v tychto pdsmach nezbavia vietkych ryb, pripadne sa nedezinfikuji a neuplynie obdobie
zastavenia prevadzky podla bodu 1.5.1. Pri novom zarybneni sa pdsma kontroly premenia na pdsma
dozoru tak, ako je stanovené v bode 1.4.4.3.

. Zavedené docasné pasma kontroly nesmi byt zrusené, pokial sa nevyli¢i podozrenie na infekciu

virusom ISA v stlade s castou 1.2.2. V pripade potvrdenia ISA v stlade s Castou 1.3 sa docasné
pasmo kontroly premeni na pasmo kontroly.

Zavedené pasma dozoru sa smu zrusit aZ po dvoch rokoch po zruseni pasma kontroly.

Uradny dozor pri podozreni na ISA alebo jej potvrdeni

L6.1.

L.6.2.

S odkazom na ¢ldnok 5 ods. 2 a na ¢ldnok 6 smernice 93/53/EHS a na tcely stanovenia rozdelenia
a vyvoja choroby pri podozreni na ISA alebo po potvrdeni choroby v hospoddrstve musi prislusny
organ alebo kvalifikovany hygienicky ttvar v oblasti zdravotného stavu ryb po konzultdcii s prislu-
$nym orgdnom a za jeho dozoru vykonat program tradného dozoru zalozeny na riziku vo vietkych
hospodarstvach nachddzajicich sa v zavedenych pasmach.

Na tcely pouzitia programu tradného dozoru musi prislusny orgdn, v pripade potreby pomocou
kontrol na mieste, identifikovat vSetky hospoddrstva v zavedenych pasmach a vykonat dradny stpis
druhov, skupin a mnozstiev ryb chovanych v hospodarstvach, vritane miery dmrtnosti.
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1L

1.6.3.

1.6.4.

Po prvom tradnom stpise musia hospoddrstva v zavedenych docasnych pdsmach kontroly, ktoré
chovajti lososa obecného (Salmo salar) alebo akékolvek iné druhy uvedené v najnovsom vydani Veteri-
narneho kédexu vodnych zivocichov OIE ako druhy citlivé na ISA alebo oznacené za potencidlneho
nositela ISA, hldsit vSetky pripady uhynutia prislusnému orgdnu kazdych strndst dni. Zvysend dmrtnost
mus{ byt hldsend za kazdy den a sddku. Prislusny orgdn vysetr akékolvek vyrazné zvysenie imrtnosti
v hospodarstve.

V pripade potvrdenia podozrenia vietky hospoddrstva v zavedenom pdsme kontroly hldsia prislus-
nému orgdnu pripady uhynutia kazdy tyzden za jednotlivé sadky.

Hospodarstva v pdsmach dozoru hldsia imrtnost prislusnému organu kazdych 14 dni.

Okrem toho v zavedenych pasmach sa pravidelne pocas celého roka vykondvaju in3pekcie s frekven-
ciou uvedenou v tabulke I. Ak vsak klimatické podmienky znemoznia vykonanie takychto inpekcii
v urcitej Casti roka, mozu ¢lenské taty stanovit ina frekvenciu inspekcii v pohotovostnom plane.

Tabulka I

Programtradnéhodozoru

Umiestnenie hospodarstva Minimélny pocet in3pekcii za rok Mlnlmaln)i pocet inSpekei za rok po
zruSeni pasma kontroly
Pasmo kontroly 12
Pdsmo dozoru 6 6
Docasné pasmo kontroly 6

Program dozoru sa vykondva az do zrusenia pasiem.

Inspekcia, ako aj vyber, zber, priprava a odoslanie vzoriek sa vykondva sposobom definovanym
v Castiach IL.1 az IL.4. VySetrenie vzoriek prebicha v stlade s castami III az VI.

Inspekcia a odber vzoriek

IL.1. IL Inspekcia, vyber a zber vzoriek v hospoddrstve s podozrenim na vyskyt ISA

I.1.1. Pri pravidelnych inspekcidch vykondvanych v rdmci programu tradného dozoru opisaného v Casti

1.6 a v hospodarstvach podozrivych na infekciu virusom ISA sa vysetruje celé vybavenie hospodar-
stva (sadky, nddrze a bazény), aby sa odhalila pritomnost uhynutych a slabych ryb alebo ryb s neob-
vyklym sprdvanim sa. Ak je to mozné, neddvno uhynuté ryby (nerozloZené) a slabé ryby alebo ryby
s neobvyklym spravanim sa, sa vySetria na ucely zistenia klinickych priznakov alebo postmortdlnych
nélezov ISA, ako je opisané v novom vydani Diagnostickej prirucky pre choroby vodnych Zivocichov OIE.

I.1.2. Ak st pozorované aktudlne klinické priznaky zlucitelné s ISA alebo pokial inpektor alebo veteri-

ndrny lekdr md akykolvek iny dovod predpokladat, Ze ryby mozu byt infikované, vykond sa odber
vzoriek aspont u 10 ryb. Ak je to mozné, vzorku tvoria ryby, ktoré uhynuli neddvno, sa slabé alebo
vykazuji neobvyklé spravanie sa. Ak nie je dostatok ryb vykazujicich klinické priznaky, potom sa
vzorka doplni zdravymi rybami odobratymi zo sddok, nddrzi alebo bazénov, v ktorych st najvyssie
pocty umrtnosti alebo najvacsi pocet ryb vykazujucich klinické priznaky choroby.

I1.1.3. Pokial sa spozoruji cerstvo uhynuté ryby, slabé ryby alebo ryby vykazujice neobvyklé spravanie sa,

avak, ak klinické priznaky a postmortdlne ndlezy nepotvrdzuji ISA, nie je povinny odber vzoriek,
avak indpektor alebo veterindrny lekdr moze pozadovat odber vzoriek na zistenie inej diagndzy.
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I11.1.4.

Ak existuje podozrenie, Ze volne Zijice ryby st infikované ISA, ¢lenské taty zaistia, aby boli odobraté
prislusné vzorky a vySetrené vhodnymi klinickymi a laboratérnymi metédami, ako je stanovené
v Castiach Il az VI, aby sa vylicila alebo potvrdila pritomnost ISA, a aby sa posidilo, ¢i predstavuje
vaznu hrozbu pre chovné ryby.

IL.2. Priprava vzoriek ryjb

I1.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

I1.2.5.

Vzorky na histologické vysetrenie sa odoberaji iba z Cerstvo zabitych ryb, ktoré vykazuji klinické
priznaky choroby alebo ich postmortilne nalezy vykazuji vyskyt choroby. Z akychkolvek vonkajsich
alebo vnitornych poraneni sa odobert vzorky, v kazdom pripade vSak z pecene, zo stredu ladviny,
zo srdca a zo sleziny sa odoberti vzorky u kazdej ryby pomocou skalpela a prenest sa do slaného
tlmiaceho roztoku 8 az 10 % (vol/vol) formalinu. Pomer medzi fixativom a tkanivom mus{ byt aspon
20:1, aby sa zarucila spolahlivd konzervécia tkaniv.

Tkanivd pre virologické vysetrenie sa odoberaju zo vietkych vzoriek ryb. Duplicitné vzorky sa
odoberti na ticely potvrdenia vysledku. Casti pecene, prednej ladviny, srdca a sleziny sa odoberaji
z ryb pomocou sterilného ndstroja a prenesi sa do plastovych skimaviek obsahujicich 9 ml
prepravného roztoku, t. j. prostredie bunkovej kultiry s antibiotikami. Vhodnd je kombindcia
12,5 pg ml! fungizénu, 200 IU ml! polymixinu B a 200 pg ml! kanamycinu, aviak moZu sa pouzit
aj iné kombindcie s preukdzanou G¢innostou. Tkanivd maximdlne z piatich ryb sa mozu zbierat do
jednej skimavky, ktord obsahuje prepravny roztok a predstavuje to jednu stthrnnd vzorku. Hmotnost
tkaniva v jednej vzorke je 1,0 + 0,5 g.

Vzorky ladvin sa odoberti na vysetrenie testom IFAT z Cerstvo zabitych ryb to znamend do dvoch
hodin po smrti. Pomocou sterilnych ndstrojov sa odoberie ¢ast zo stredu ladviny. Tkanivo sa osusi do
sacieho papiera, aby sa odstrénila prebytoénd krv, potom sa niekolkokrdt stla¢i na sklenenti dosticku
potiahnutd poly-L-lysinom. Vedla seba sa nachddzaji rozne vzorky, ale neprekryvaji sa, takze vznikd
nepreru$end jednotnd vrstva buniek. Krv a tkanivovy mok nie si vhodnym materidlom pre tento test.
Treba zabranit, aby vzorka ladviny ,nevytiekla“ na saci papier, pretoze to by mohlo viest k zrdzaniu
krvi sposobujiicom, Ze by sa na testovacej dosticke ukladalo velké mnozstvo sérovych bielkovin.
Vzorky sa osusia na vzduchu, potom sa drzia v chlade a suchu, pokial nemajii byt okamzite fixo-
vané. Fixdcia vzoriek sa vykondva do 72 hodin po odbere vzorky z ryby. Alebo sa vzorky zmrazia
po osuseni na vzduchu a potom sa skladujii az do jedného mesiaca pri teplote — 20 °C pred fixdciou.

Ryby vykazujice priznaky chudokrvnosti mozu byt omracené a vzorky heparinizovanej krvi sa oka-
mzite odoberti na hematologické vy3etrenie, ako je meranie hematokritu.

Tkanivo pre analyzu RT-PCR sa odoberie zo vietkych vzoriek ryb. Cast prednej alebo strednej ladviny
sa odstrani z ryby pouzitim sterilného ndstroja a prenesie sa do mikroskiimavky, ktord obsahuje
1 ml konzerva¢ného roztoku RNA preukdzanej d¢innosti. Tkanivd maximdlne z piatich ryb sa mozu
zbierat do jednej skiimavky, ktord obsahuje prepravny roztok a predstavuje to jednu sthrnnd vzorku.
Hmotnost tkaniva v jednej vzorke je priblizne 0,5 g. Ak st ryby prili§ malé na to, aby sa ziskala
vzorka pozadovanej hmotnosti, mozu byt odobraté Casti ladviny, srdca, sleziny, pecene alebo pyloric-
kého slepého ¢reva v tomto poradi tak, aby ich hmotnost bola 0,5 g.

11.3. Odosielanie vzoriek ryb

I1.3.1.

I1.3.2.

I1.3.3.

Vzorky krvi a skiimavky, ktoré obsahuju tkanivéd ryb urcené na virologické vysetrenie alebo analyzu
RT-PCR sa umiestnia do izolovanych nddob (napriklad polystyrénovych krabic s hrubymi stenami)
spolu s dostatoénym mnozstvom ladu alebo ,mraziacimi blokmi“ na tcely zaistenia chladenia vzoriek
pocas prepravy do laboratéria. Nesmie dojst k zmrazeniu a v prepravnej nddobe musi byt stile lad
v Case prijatia alebo jeden alebo viac ,mraziacich blokov* musi byt ¢iasto¢ne alebo tdplne zmraze-
nych. Za mimoriadnych okolnosti mézu byt vzorky RT-PCR a vzorky na virologické vySetrenie
rychlo zmrazené a prepravované do laboratéria pri teplote — 20 °C alebo niZsej.

Dosticky pre test IFAT sa odosielaji s drziakmi dosticiek s dostatoénym mnozstvom vysuasacej latky
na tcely uchovania vzoriek suchych a chladenych, ako je uvedené vyssie.

Ak st tkanivd ryb prepravované vo fixative na histologické vysetrenie, odosielaji sa v utesnenych
skiimavkdch umiestnenych do nddob odolnych vo¢i ndrazom, ako st polystyrénové krabice s hru-
bymi stenami.



146

Uradny vestnik Eurépskej tinie

03/zv. 39

111

11.3.4.

I1.3.5.

11.3.6.

I1.3.7.

I1.3.8.

Pokial vzorky neboli zmrazené, virologické vySetrenie sa musi zacat co moZno najskor a najneskor
72 hodin po odbere vzoriek. Vzorka pre porovnavajicu analyzu sa skladuje pri teplote — 20 °C alebo
niz$ej po prichode do laboratéria.

Do laboratéria sa mozu prepravovat tiez celé ryby, ak mozu byt splnené teplotné poziadavky pocas
dopravy, ako je opisané v I1.3.1. Celd ryba sa zabali do sacicho papiera a odosle sa v plastovom
vreci, chladend, ako je uvedené vyssie.

7ivé ryby sa mozu tiez odosielat, ale iba za dozoru dradnych sluzieb.

Pre analyzu RT-PCR tkaniv konzervovanych v RNAlater, musi sa extrakcia RNA vykonat v urcitej
lehote pre vzorky skladované pri réznych teplotich. Tieto lehoty st uvedené niZsie:

— =37 °C jeden den

— 25°C jeden tyzden

— 4°C jeden mesiac

— =20°C bez stanovenia lehoty

Vsetky balenia a oznacenia sa musia vykondvat v stlade s platnymi vndtrodtitnymi a medzindrod-
nymi nariadeniami pre prepravu, ako je vhodné.

11.4. Zber doplnkového diagnostického materidlu

Po dohode s diagnostickym laboratériom, mozu sa zbierat iné tkanivd ryb a pripravovat pre doplnkové
vySetrenie.

Virologické vySetrenie

1L1. Priprava vzoriek

[L.1.1. Tam, kde vznikaji praktické tazkosti, ktoré spdsobujt, Ze nie je mozné naockovanie buniek do 72

hodin po zbere vzoriek tkaniva, priptsta sa zmrazenie tkaniva pri teplote — 80 °C aZz do maximalnej
doby 28 dni. Tkanivd musia byt zmrazené a rozmrazené iba pred vySetrenim.

I1.1.2. Kazd4 vzorka (zmes tkaniva v prepravnom roztoku) sa tplne homogenizuje pouzitim drvica, miesa-

cieho zariadenia alebo trecej misky (maziaru) a palicky, odstredi sa pri 2 000 az 4 000 x g pocas 15
mindt pri teplote 0 az 6 °C a pldvajica vrstva sa filtruje (0,45 pm) a inkubuje sa rovnakym
objemom zmesi vhodne zriedeného antiséra proti indigénnym sérotypom virusu IPN. Titer antiséra
musi byt asponn 1:2 000 v 50 % neutralizacnom teste na ndkazu. Zmes sa inkubuje pocas jednej
hodiny pri teplote 15 °C. To prestavuje litku inokulum (o¢kovacia latka).

Ogetrenie vietkych ockovacich latok antisérom na IPN virus (virus, ktory sa vyskytuje v niektorych
Castiach Eurpy u 50 % vzoriek ryb) je urcené na zabrdnenie tomu, aby sa v naockovanych bunko-
vych kultirach objavil CPE sposobeny virom IPN. Tym sa zniZi doba virologickych vySetreni, ako aj
pocet pripadov, v ktorych by sa vyskyt CPE mohol povazovat za mozny indikdtor virusu ISA.

Ak vzorky pochddzaji z vyrobnych zdvodov, ktoré st povazované za také, kde sa nevyskytuje virus
IPN, potom sa moze upustit od o3etrenia ockovacou ldtkou s antisérom na virus IPN.

I1.2. Naockovanie bunkovych kultir

I11.2.1. Bunky SHK-1 (prechod 80 alebo niZzsie) alebo bunky TO sa kultivuji v prostredi L-15 obsahujiicom

5 % séra zo zarodku hovidzieho dobytka, 2 % (v[v) 200 mM L-glutaminu a 0,08 % (v/v) 50 mM
2-merkaptoetanolu na dostickdch s 12 alebo 24 jamkami. MoZu byt pouzité aj iné bunkové retazce
s preukdzanou dcinnostou a citlivostou na izolovanie virusu ISA, pricom sa zohladfiuje variabilita
kmeiia a schopnost roznych kmeniov rozmnozovat sa v roznych bunkovych retazcoch. Roztok
orgdnov odetrenych antisérom sa naockuje do mladych bunkovych kultir v case aktivneho rastu,
aby sa dosiahol kone¢ny roztok tkanivového materidlu v kultivanom prostredi v pomere 1:1 000.
Pre kazdu suspenziu orgdnov sa pridd 40 pl ockovacej litky do jednej jamky obsahujicej 2 ml kulti-
vacnej pody. Na ucely minimalizacie nebezpecia krizovej kontamindcie, odportica sa pouzitie dosti-
¢iek so samostatnymi 12 alebo 24 jamkami pre vzorky pochddzajice z roznych hospodarstiev
chovu ryb.
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1I1.3.

111.4.

IIL5.

11.2.2. Jedna dosticka zostane nenaockovand, aby slizila ako negativna kontrola. Osobitnd dosticka sa naoc-
kuje referenénym izoldtom ISA ako pozitivna kontrola nasledovne. Sto pl zdsobného pripravku
virusu ISA (minimélny titer 107 TCID50 ml') sa naockuje v prvej jamke a dobre sa premiesa.
Objem tohto materidlu sa prenesie z prvej jamky do druhej, aby sa ziskal roztok v pomere 1:10
a dobre sa premiesa. Tento postup sa opakuje v celej dosticke, aby sa ziskalo Sest roztokov
v pomere 1:10. Zdsoba virusu ISA sa moze uchovdvat pri teplote — 80 °C pocas doby minimadlne
dvoch rokov, ale po rozmrazeni musi byt do troch dni pouzitd. Poznimka: treba dbat na to, aby sa
zabrénilo kriZovej kontamindcii testovacich dosticiek s pozitivnym kontrolnym materidlom. Aby sa
zabrdnilo tomuto nebezpecenstvu, potrebné je stanovovat pozitivne kontroly, a aby sa s nimi
pracovalo oddelene od testovacich dosticiek.

11.2.3. Vzorky sa inkubujii pri teplote 14 + 2 °C pocas doby maximdlne 15 dni.

Mikroskopia

Pouzitim mikroskopu sa dvakrdt vySetrujii bunkové kulttiry na zistenie CPE, najskor v obdobi medzi piatym
a siedmym dnom, a potom medzi dvandstym a $trndstym diiom po naockovani. Pokial zmes obsahuje
CPE, je potrebné okamzite zacat s identifikdciou virusu (IIL.6). Ak sa nepozoruje Ziaden CPE do 14 dni,
vykond sa hemadsorpcny test (II1.4).

Hemadsorpcia

RozmnozZenie virusu ISA v bunkovych kultirach nemusi vzdy viest k vyskytu CPE. Preto sa kazdd jamka
podrobuje hemadsorpénému testu, ako je opisané niZsie, alebo sa kazdd jamka podrobuje testu IF, ako je
opisané v bode IIL.6.1.

IIL.4.1. Z kazdej jamky sa odoberie prostredie bunkovej kultiry, vritane tych, ktoré st s pozitivnymi
a negativnymi kontrolami a umiestnia sa do oznacenych sterilnych skiimaviek. Do kazdej jamky sa
pridd 500 pl 0,2 % (v/v) roztoku umytych Cervenych krviniek zajaca alebo kona alebo 0,05 % (v/v)
roztoku umytych Cervenych krviniek pstruha dihového alebo lososa obecného a inkubuje sa pri
izbovej teplote pocas 45 mindt. Cervené krvinky sa odstrdnia a kazdd jamka sa dvakrdt opldchne
pomocou roztoku L-15. Kazd4 jamka sa vysetri pouzitim mikroskopu.

111.4.2. Pritomnost zhlukov Cervenych krviniek pripojenych k povrchu buniek SHK-1 alebo TO indikuje
podozrenie na infekciu orthomyxovirusom. Ak je hemadsorpény test pozitivny, okamzite sa vykond
test na identifikdciu virusu (IIL.6).

Subkultivdcia alebo prechod

IL.5.1. Subkultivicia sa vykondva v obdobi medzi 13. az 15. diom. Dvesto dvadsatpit Il kultdry plavajicej
na povrchu sa pridd do jamiek, ktoré obsahujii Cerstvé bunky SHK-1 v etape aktivneho rastu na 12-
jamkovych dostickdch a inkubuje sa pri teplote 14 + 2 °C maximélne pocas doby 18 dni. Bunkové
kulttiry sa dvakrdt preskiimaji pouZitim mikroskopu na zistenie CPE, a to medzi piatym a siedmym
diom a medzi $trndstym a osemndstym diom po naockovani. Ak niektord vzorka vykazuje CPE,
okamzite sa za¢ne postup identifikdcie virusu (II1.6). Ak sa nespozoruje ziaden CPE medzi 14. az 18.
dnom, vykond sa hemadsorpény test (II1.4).

IL.5.2. Ak sa zisti cytotoxicita pocas prvych siedmich dni po inkubdcii, vykond sa subkultivicia v tejto
etape a bunky sa musia inkubovat pocas doby 14 az 18 dni, a potom st znova subkultivované
dalich 14 az 18 dni po inkubdcii. Ak sa vyskytne cytotoxicita po siedmich dnoch, vykond sa
subkultivicia a bunky st inkubované tak, aby sa dosiahol celkovy pocet 28 az 36 dni inkubdcie od
prvého naockovania.

IIL.5.3. Ak sa v prvotnej kultdre vyskytne bakteridlna kontamindcia, musi sa test zopakovat pouzitim
homogendtu tkaniva skladovaného pri teplote — 80 °C. Pred naockovanim sa homogenat tkaniva
odstredi pri 4 000 x g pocas 30 minit pri 0 aZ 6 °C a na povrchu pldvajiica vrstva sa filtruje na
0,22 pm. Ak sa vyskytuje bakteridlna kontamindcia pocas subkultivatného stupiia, na povrchu
plavajtca vrstva sa filtruje na 0,22 pm, naockovand do Cerstvych buniek a je inkubovand na dobu
dalsich 14 az 18 dni.
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1L.6. Testy na identifikdciu virusu

Ak sa preukdze vyskyt CPE v akomkolvek $tddiu alebo ak je pozitivny hemadsorpény test, vykond sa identi-
fikdcia virusu. Met6dy, ktoré sa mozu zvolit na identifikdciu virusu ISA, sii IF (II1.6.1) a RT-PCR (Cast 1V).
Ak sa predpokladd moznd pritomnost aj inych virusov, odporti¢a sa vykonat doplitujiice testy k identifikdcii
virusov. Ak tieto testy neumoznia definitivnu identifikiciu virusu do jedného tyzdita, musf sa na povrchu
plévajiica vrstva odoslat do ndrodného referenéného laboratéria alebo referenéného laboratéria EU pre
choroby ryb na okamzitt identifikdciu.

11.6.1.

IF

1I1.6.1.1. Bunky SHK-1 (prechod 80 alebo nizsi) alebo bunky TO sa kultivuji v Zivnej pode L-15
obsahujtcej 5 % sérum zo zdrodku hovadzieho dobytka, 2 % (v/v) 200 mM L-glutaminu
a 0,08 % (v/v) 50 mM 2-merkaptoetanolu na dostickich s 24 alebo 96 jamkami a pri
pouziti hustoty vyvoldvajiicej viac ako 50 % spdjania. MOZu sa pouZit tiez iné bunkové
retazce alebo kultivaéné pody s preukdzanou tcinnostou. Dvesto dvadsatpat 1l plavajicej
vrstvy kultiry infikovanej virusom sa pridd do kazdej z dvoch jamiek, premiesa sa
a prenesie sa 225 pl do dvoch dalsich jamiek s riedenim 1:5. Dve dalsie jamky, ktoré
zostali nenaockované, poslazia ako kontrolné vzorky. Vzorky z kazdého rybného hospo-
dérstva sa umiestnia na samostatné dosticky, ako aj kontrolné vzorky virusu. Kontrola
virusu sa vykond pouzitim referenéného izolatu virusu ISA.

111.6.1.2. Dosticky sa inkubujii pri teplote 14 * 2 °C a vySetrujii sa pod mikroskopom pocas
doby maximélne siedmich dni. Ak sa zisti pred¢asny CPE alebo ak sa nezistil Ziaden CPE
do siedmich dni, potom je dalsim krokom fixdcia. Jamky sa oplachnu PBS a fixuji sa
inkubdciou s 80 % aceténom pocas doby 20 mindt pri izbovej teplote. Dosticky sa
usuia na vzduchu a okamzite sa zafarbia alebo sa skladujii pri teplote 0 — 6 °C maxi-
mélne 24 hodin pred zafarbenim.

1I1.6.1.3. Duplicitné jamky sa zafarbia monoklondlnou protildtkou virusu ISA 3H6F8 alebo inou
monoklondlnou protilitkou s preukdzanou déinnostou a Specifickostou, rozriedia sa
v PBS a inkubuju pri teplote 37 * 4 °C pocas doby 30 mindt. Monoklondlna protildtka
sa odstrani a dosticky sa trikrdt opldchnu 0,05 % Tween 20 v PBS. Konjaguldt obsahu-
juci mysiu protildtku IgG FITC, rozriedeny v PBS sa pridd do kazdej jamky a inkubuje sa
pri teplote 37 + 4 °C pocas doby 30 mindt. Pozndmka: zriedenia roznych Sarzi mono-
klonalnej protilatky a konjaguldtu FITC sa optimalizuji v kazdom laboratériu. Protildtka
sa odstrani a dosticky sa trikrdt oplachnu 0,05 % Tween 20 v PBS.

I11.6.1.4. Jamky sa okamzite vy3etria pouzitim inverzného mikroskopu, ktory je vybaveny fluore-
scenénym mikroskopom s filtrom upravenym pre exciticiu FITC. Test sa povaZuje za
pozitivny, ak st pozorované fluorescencné bunky. K tomu, aby sa test platny, musia mat
kontrolné vzorky tiez pozitivny vysledok a negativne vzorky vysledok negativny.

IV. VysSetrenie vzoriek pomocou RT-PCR

IV.1. Tento oddiel opisuje postupy poZadované pre zvicSenie Casti segmentu 8 gendmu ISA pomocou PCR, ktoré moZe byt
vykonané na tkanive 1yb alebo v kultire virusu ISA

IV11.Extrak cia RNA

a)

=

e}
~

RNAlater sa odstrani z kazdej vzorky. Do kazdej skimavky sa pridd 1 ml destilovanej vody
oetrenej DEPC a skimavky sa potom odstredia pri 13000 rpm pocas doby piatich mindt pri
teplote 0 az 6 °C.

Plévajiica vrstva sa odstrdni z kazdej vzorky a 800 pl TRIzolu (Invitrogen) alebo alternativneho
Cinidla, u ktorého sa preukdzalo, Ze md Gcinnost porovnatelnt alebo vyssiu, sa pridd do kazdej
vzorky a do kontrolnej skiimavky, ktord obsahuje vhodny kontrolny materidl (400 pl destilovanej
vody alebo homogendt ladvin odobraty z ryb bez $pecifikovanych patogénnych organizmov).
V pripade potreby sa tkanivd mozu opakovane oddelit pomocou opakovaného pipetovania.
Skamavky sa inkubuja pri izbovej teplote pocas doby piatich mindt. Do kazdej skiimavky sa pridd
160 pl chloroformu a skiimavky sa silne pretrept pocas doby troch mindt, potom sa odstredia pri
13 000 rpm pocas doby 15 mint pri teplote 0 az 6 °C.

Odstrdni sa vrchnd vodnd vrstva do oznacenej mikroskimavky s obsahom 1,5 ml obsahujicej
500 pl izopropanolu, a potom sa skiimavky inkubuji pocas doby 10 mindt pri izbovej teplote,
potom sa odstredia pri 6 500 rpm pocas doby 15 mindt pri teplote 0 az 6 °C.
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IV.1.2.

IV.1.3.

IvV.1.4.

IV.1.5.

d) Odstrani sa na povrchu plavajiica vrstva a pridd sa 1 ml 75 % etanolu k pelete RNA. Skiimavky
sa odstredia pri 6 500 rpm pocas doby piatich mindt pri teplote 0 az 6 °C.

e) Na povrchu pldvajiica vrstva sa odstrdni a skdmavky sa nechaji otvorené pocas doby asi tri
mindty, aby sa vyparil zvy$ny etanol. K peletu sa pridd 15 pl destilovanej vody osetrenej DEPC na
ucely premeny suspenzie a v pripade potreby, rychlo sa rozviri.

f) Na vypocitanie koncentricie RNA a Cistoty vzoriek sa pouzije spektrofotometer. Optické hustoty
sa zmeraji pri 260 a 280 nm.

g) RNA, ktord musi byt okamzite pouzitd (v ten isty def), sa mozZe docasne skladovat pri teplote 0
az 6 °C. Nepouzitd RNA sa skladuje pri teplote — 80 °C.

RT

a) Dva pg RNA sa rozriedia v destilovanej vode osetrenej DEPC v mikroskiimavkich s objemom
1,5 ml. Ak je koncentrdcia vzoriek RNA prili§ slabd na to, aby sa mohli pouzit 2 pg pri reakcii
RT, pouzije sa ¢o najvicsie mnozstvo RNA. Rozriedend RNA sa inkubuje pri teplote 55 az 60 °C
pocas doby 10 mindt.

b) Skimavky obsahujice RNA sa umiestnia do ladu a pridaja sa ¢inidld RT, aby sa ziskali konecné
koncentrdcie 1 x tImi¢, ImM dNTPs, 100 ng nahodnych hexamérov, 20 U RNase inhibitora
a 200 U MMLV-RT v celkovom objeme 20 pl.

¢) Skiimavky sa inkubujt pri teplote 37 °C pocas doby jednej hodiny.

d) cDNA sa skladuje pri teplote 0 az 6 °C podla potreby a pouZije sa o najskor v PCR.

PCR

a) Do zmesi 45 pl PCR sa pridd 5 ul ¢cDNA s cielom ziskania kone¢nych koncentrdcii 1 x tlmic, 1,5
mM MgCl2, 02 mM kazdé dNTP, 25 pmol kazdého priméru a 1 U Taq polymerdzy. Priméry st
ISA+ (5-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3") (primér v smere) a ISA- (5-GCC-AAG-TGT-
AAG-TAG-CAC-TCC-3)) (primér v protismere). Musia sa vykonat negativne kontroly pre extrakciu,
zahrnt sa etapy RT a PCR.

=

Skiimavky sa umiestnia do termocykleru naprogramovaného na 94 °C na dobu piatich mindt,
potom nasleduje 35 cyklov pri 94 °C pocas doby jednej mintty, 55 °C pocas jednej mintty a 72
°C pocas jednej mintty s kone¢nou inkubdciou pri 72 °C pocas doby piatich mintt.

O
~

Vysledky PCR sa posidia po elektroforéze pouzitim 2 % agarozového gelu zafarbeného etidium-
bromidom a obsahujicim velkostné markery stcasne so vzorkami a zahffiajiicim negativne
kontroly pre etapu RT a PCR. Samostatny produkt PCR o 15 5bp sa povazuje za ukazovatel
pritomnosti RNA virusu ISA. Vzorky, ktoré obsahujii dopliwjici produkt o 310 bp, sa tieZ pova-
zuji za obsahujice RNA virusu ISA. Vzorky, ktorych vysledky ndsobia produkty PCR, vrdtane
aspoil jedného s priblizne 155 bp, mozu obsahovat RNA virusu ISA. Mozu byt dalej vySetrené
sondami DNA alebo nukleotidovym sekvenovanim.

PotvrdenievirusulSAizolovanéhoztkanivovejkul
tirypomocouPCR

Ak doslo k tplného CPE pocas virologického vysetrenia vzoriek tkaniva v bunkdch SHK-1, odstrani
sa z jamky 400 pl na povrchu pldvajicej vrstvy a umiestni sa do sterilnej skimavky s objemom
1,5 ml. RNA sa extrahuje z tejto vzorky rovnako ako v bode IIl.1 a vykond sa test RT-PCR. Ak sa
pouziji kultiry, u ktorych nie je dplny CPE, odstrdni sa na povrchu pldvajica vrstva, bunky sa
oskrabi z povrchu jamky alebo banky a vlozia sa do sterilnej skimavky s objemom 1,5 ml na
extrakciu RNA a test RT-PCR.

PotvrdenievirusuPCRsondouDNA

a) Specifickost produktu PCR o 155 bp méze byt postdend sonddzou s oligonukleotidom, ktory sa
krizi v oblasti produktu PCR, vlastnou pre priméry. Produkty PCR sa podrobuju elektroforéze
v 1 % agarézovom géle stcasne s velkostnymi markermi a s pozitivnou kontrolou a negativ-
nymi kontrolami v etapach RT a PCR.
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b) DNA sa podrobi reakcii Southern-blot na membrane a oznaceny oligonukleotid (5- CGGGAGTT-
GATCAGACATGCACTGA AGGTG-3) sa inkubuje s membrdnou po prislusnych prehybridizac-
nych etapdch.

¢) Neviazané a osobitne neviazané sondy sa opldchnu a viazané sondy sa vizualizujd.

d) Sondy viazané na fragment 155 bp (a 310 bp, ak je pritomny) predstavuji dokaz 3pecifickosti
PCR a naznacujd, ze RNA virusu ISA bola pritomnd vo vzorke.

NukleotidovésekvenovanieproduktovPCR

Specifickost PCR moze byt postdend vysetrenim nukleotidového sekvenovania 155 bp produktu PCR.
a) Produkt PCR sa ocisti od agar6zového gélu alebo roztoku.

b) Fragment sa sekvenuje pomocou rovnakych primérov, ako boli pouzité pri PCR alebo vektore
primérov pri klonovani vo vektore pred sekvenovanim.

¢) Nukleotidovd sekvencia sa porovnd so sekvenciami segmentu 8 virusu ISA dostupného v databéze
nukleotidovej sekvencie EMBL (¢isla pristupu Y10404, AJ012285, AJ242016).

d) Pritomnost sekvencie, ktord zodpovedd sekvencii segmentu 8 virusu ISA je dokazom, Ze vzorka
obsahovala RNA virusu ISA.

V. VySetrenie vzoriek ladvin pomocou IFAT

V.1. Dolu uvedeny protokol bol vypracovany pre vysetrenie vzoriek ladvin pomocou testu IFAT

V.2. Priprava a zafarbenie vzoriek

V.3.

V.2.1.

V.2.2.

Dosticky sa fixuji v aceténe alebo metanolefaceténe (1:1) pocas doby troch mindt a nechaji sa
uschnit na vzduchu. Pred zafarbenim sa kazdd dosticka vySetri a obkreslia sa vhodné pasma perom
ImmEdge™ alebo jemu podobnym perom a dosticka sa ususi na vzduchu. Potom sa dosticky vlozia
do blokujiiceho roztoku (6 % odstredené mlicko v PBS obsahujtce 0,2 % Tween 20) a inkubuji sa
za mierneho pretrepania pocas doby 30 mindt pri izbovej teplote. Kazdd dosticka sa nechd odkvapkat
a umiestni sa vodorovne v prepravke na dosticky, ktory obsahuje vlhki utierku na uchovanie
vlhkého prostredia.

Kazdd vzorka sa pokryje roztokom monoklondlnej protilitky 3H6F8 na virus ISA (alebo inou proti-
litkou s preukdzanou Specifickostou a dc¢innostou) a prepravka na dosticky sa uzavrie a inkubuje sa
pri pretrepani pocas 60 mindt pri izbovej teplote. Protildtka sa normalne riedi v pomere 1:10 az
1:100 v 1 % odstredenom mlieku, aviak skutoc¢né zriedenie sa musi urcit pre kazda Sarzu. Dosticky
sa trikrdt opldchnu pocas doby dvoch minit v PBS obsahujicom 0,1 % Tween 20. Kazdd vzorka sa
pokryje roztokom obsahujicim konjugdt FITC (goat anti mouse), zriedenym v pomere 1:1 000
v 1 % odstredenom mlieku a inkubuje sa vo vlhkom prostredi pocas doby 60 mintt pri izbovej
teplote. Dosticky sa trikrdt oplachnu pocas dvoch mintit v PBS obsahujicom 0,1 % Tween 20. Kazdd
dosticka sa pokryje roztokom CITIFLOUR™ (500 pl CITIFLOUR™ zmie$aného s 1,5 ml Tween 20
v 0,1 % (v[v) v PBS) alebo v inej vhodnej stavebnej Zivnej pode pocas doby 10 mindt. Dosticky sa
trikrdt oplichnu v PBS obsahujicom 0,1 % Tween 20. Ak je potrebné dofarbovanie, kazda vzorka sa
pokryje propidiumjodidom (0,01 mg/ml) v PBS obsahujicom 0,1 % Tween 20 a inkubuje sa pocas
doby troch mindt pri izbovej teplote. Dosticka sa trikrdt omyje pocas doby 2 mintt v PBS obsahu-
juicom 0,1 % Tween 20. Dosticky sa osusia a vlozia sa do CITIFLOURU™ alebo inej vhodnej
stavebnej Zivnej pody. Dosticky sa skladuji na tmavom mieste pri teplote 4 °C pred mikroskopickym
vysetrenim.

Vysetrenie pomocou fluorescencného mikroskopu

Kazdd dosticka sa vysetri pod mikroskopom vhodnym pre epifluorescencné osvetlenie pouzitim prislusného
filtra, ktory vyvold FITC a sposobi, Ze sa objavi charakteristickd zelend fluorescencia. Vsetky polia leZiace
v pdsmach oznacenych perom ImmEdge™ sa vySetria objektivmi x 10 a x 20 a podozrivé pasma (tie, ktoré
vykazuju zelent fluorescenciu) sa znova vysetria objektivom x 40 a fizovym/fluorescencnym osvetlenim,
aby sa zarucilo, Ze fluorescencia je v bunke dobre spojend. Zaznamenaji sa koordindty v etapach pre
podozrivé pasma tak, aby druhy laborant neskor mohol potvrdit povahu fluorescencie. Po vysetreni prvym
laborantom sa podozrivé alebo pozitivne dosticky znova vySetria druhym laborantom a potvrdia sa
vysledky.
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V.4. Kontroly

V.4.1. Kazdd Sarza sfarbenych dosticiek pre test IFAT musi obsahovat tri typy kontrol:
— vzorku ladviny z neinfikovaného lososa obecného (negativna kontrola),
— neinfikovand bunkova kultira SHK-1 alebo ind citlivd bunkova kultira (negativna kontrola),

— bunkovd kultira SHK-1 infikovand virusom ISA alebo ind citlivd bunkovd kultdra (pozitivna
kontrola).

V.4.2. Ak je to mozné, odporti¢a sa vzorka ladviny lososa obecného infikovaného virusom ISA ako dopliu-
jlca pozitivna kontrola.

V.4.3. Ak sa z negativnych kontrol dospeje k pozitivnemu vysledku, test sa povaZuje za neplatny pre
vetky dosticky danej Sarze. Ak st negativne vietky dosticky Sarze, vratane pozitivnych kontrol, test
sa povazuje za neplatny pre vSetky dosticky tejto Sarze. V pripade, ak chybné kontroly sposobia
neplatnost Sarze dosticiek, vSetky tieto dosticky sa znicia a vykond sa nové testovanie pomocou
pouzitia duplikdtov vzoriek.

V.5. Vysetrenie inych tkaniv

Tato technika sa moze pouzit na iné rybie tkanivd, ako na pecen, slezinu a srdce pod podmienkou, Ze na
dosticku sa moze ulozif dostatoné mnozstvo endotelovych buniek, leukocytov a lymfocytov. Farbenie je
rovnaké pre vietky tkanivd, ale u niektorych tkaniv sa odportica nepouzivat znacenie propidiumjodidom
a uprednostnit fizové osvetlenie, aby sa identifikovali druhy buniek pritomné vo vzorke.

HISTOLOGIA

Vzorky napustené do parafinu sa nakrdjaji na kisky velkosti 5 pm a zafarbia sa pouzitim hematoxylinu a eosinu.
Histologické zmeny stvisiace s ISA st opisané v novom vydani Diagnostickej prirucky pre choroby vodnych Zivocichov
OIE.

VI. Akronymd a skratky

cDNA Dopliujiica deoxyribonukleova kyselina

CPE Cytopaticky efekt

DEPC Diehylpyrouhlicitan

dNTP Deoxinukleotid triofosfat

FITC Izotiokyandt fluoresceinu

IF Imunofluorescencia

IFAT Nepriamy test na fluorescen¢nd protildtku

OIE Medzindrodny trad pre ndkazy zvierat (,Office international des epizooties)
IPN(V) Infekénd nekréza slinivky (virus)

ISA(V) Nékazlivd chudokrvnost lososov (virus)

PBS Slany tlmivy fosfitovy roztok

RNA Kyselina ribonukleova

RT-(PCR) Obritend transkripcia (polymerdzova retazova reakcia)
SHK-1 Hlavné ladvinové bunky lososa

TCID50 Ddvka, ktord infikuje 50 % tkanivovych kultir



