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KOMMISSIONENS BESLUT

av den 19 november 1992

om faststallande av provtagningsplaner och diagnostiska metoder for pavisande och
bekriftelse av vissa fisksjukdomar

(92/532/EEG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION
HAR FATTAT DETTA BESLUT

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Euro-
peiska ekonomiska gemenskapen,

med beaktande av ridets direktiv 91/67/EEG av den
28 januari 1991 om djurhilsovillkor for utslippande pa
marknaden av djur och produkter fran vattenbruk (1),
sirskilt artikel 15 i detta, och

med beaktande av foljande:

Enligt artikel 15 i detta direktiv skall provtagningsplaner
och diagnostiska metoder faststillas f6r anvindning nir
sjukdomar hos djur i vattenbruk skall pavisas och
bekriftas.

Samrad har skett med Vetenskapliga veterinarmedicin-
ska kommittén som inrittas genom kommissionens

beslut 81/651/EEG (2).

Atgarderna enligt detta beslut ir forenliga med yttrandet
fran Stindiga veterinirkommittén.

() EGT nr L 46, 19.2.1991, 5. 1.
(3) EGT nr L 233, 19.8.1981, 5. 32.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

De provtagningsplaner och diagnostiska metoder som
skall anvindas for att pavisa och bekrifta férekomsten
av infektids hematopoetisk nekros (IHN) och viral
hemorragisk septikemi (VHS) faststills i bilagan.

Artikel 2

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.

Utfirdat i Bryssel den 19 november 1992.

P4 kommissionens vignar
Ray MAC SHARRY

Ledamot av kommissionen
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BILAGA

DELI

PROVTAGNING OCH DIAGNOSTIK VID VHS- OCH IHN-KONTROLLER

1. Provtagning

1. Tider fér provtagning

Anliaggningar skall inspekteras kliniskt minst tvd ginger om dret mellan oktober och juni eller
nirhelst vattentemperaturen understiger 14 °C. Inspektionerna skall ske med minst fyra manaders
mellanrum. Alla produktionsenheter (dammar, tankar, akvarier, kassar etc.) skall inspekteras med
avseende pa férekomst av fisk som har déte, dr svag eller beter sig onormalt. Sarskild uppmirksamhet
skall (om mojligt) dgnas omradet kring vattenutslipp, dir svag fisk brukar samlas pd grund av det
strommande vattnet.

. Urval och insamling av prover

30-150 fiskar och/eller ovarievitskeprover skall samlas in for undersokning i samband med
inspektionerna enligt tabell 1. Férekommer regnbigslax, skall inga fiskarter av annat slag ingi i
provet. Férekommer inte regnbdgslax, skall provet innehilla befintliga fiskarter om dessa ir
mottagliga for VHS eller IHN enligt bilaga A i radets direktiv 91/67/EEG om djurhilsovillkor for
utslippande pa marknaden av djur och produkter fran vattenbruk. De olika fiskarterna skall vara
jamnt representerade i provet. Under den férsta fyradriga kontrollperioden, innan anliggningen nitt
godkind status, skall provet omfatta 150 individer f6r att man med 95 % sikerhet skall kunna pavisa
en virusbirare vid en prevalens pd 2%. Under féljande ar (bibehillande av godkind status) kan
provets storlek minskas till 30 f6r att man med 95% sikerhet skall kunna faststilla en andel
virusbirare vid en prevalens pa 10% (tabel 1b).

Vid anliggningar som kan dokumentera historisk frihet frdn VHS och IHN (baserat pi ett regelbundet,
officiellt hilsokontrollsprogram) kan den mindre provmingden anvindas dven under den inledande
fyradrsperioden.

Om mer idn en vattentikt anvinds for fiskproduktion, skall fisk frin samtliga vattentikter inga i
proven om 150 eller 30 fiskar. Om det férekommer svaga fiskar, fiskar med onormalt beteende eller
sddana som nyligen dott (ej ruttnande) skall dessa i foérsta hand ingd i provet. Om det inte finns
sddana fiskar, skall provet bestd av friska individer med normalt beteende och som samlats in pa
sddant sitt att anliaggningens alla delar sdvil som alla arsklasser ingér i provet.

. Beredning och transport av fiskprover

Fére transport eller éverforing till laboratoriet skall de organdelar som skall undersékas avligsnas
fran fiskarna med steril sax och pincett och 6verforas till plastror som innehiller transportmedium,
dvs. cellkulturvitska med 10% kalvserum och antibiotika. En kombination av 200 IE penicillin,
200 ug streptomycin och 200 pig kanamycin per milliliter rekommenderas, men dven andra antibiotika
med beprévad verkan fir anvindas. De vivnader som skall undersékas dr mjilten, frimre njuren,
encephalon och, 1 vissa fall, ovarievitska (tabell 1a och 1b).

Organdelar frin 5-10 fiskar (tabell 1a och 1b) fir placeras i samma ror si att det utgor ett
samlingsprov. Vivnaderna i varje prov bér viga minst 1 g s att den slutliga spidningen blir 1:10.

Roren placeras i isolerade behdllare (t.ex. tjockviggiga polystyrenlidor) med sd mycket is eller
kylklampar s att proverna behiller en temperatur mellan 0 och 5°C under transporten till
laboratoriet. Frysning skall undvikas.

Den virologiska undersdkningen skall pibérjas si snart som mdjligt och senast 48 timmar efter det
att proverna samlats in. Om fiskarna som skall undersékas ar kortare 4n 6 cm, fir hela fiskar skickas
till laboratoriet 1 plastpésar, kylda pa ovan angivna sitt.
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4. Insamling av kompletterande diagnostiskt material

Efter verenskommelse med det berérda diagnostiklaboratoriet fir dven andra fiskvivnader samlas
in och beredas f6r kompletterande undersdkningar.

II. Beredning av prover for virologisk undersokning

. Homogenisering av organ

Pi laboratoriet skall vivnaderna i réren homogeniseras fullstindigt (antingen med stomacher, mixer
eller mortel och stot) och direfter blandas med det ursprungliga transportmediet. Om ett prov bestir
av hela fiskar, dvs. fiskar kortare 4n 6 cm, skall dessa sonderdelas med steril sax, sedan kroppen
bakom analéppningen avligsnats, samt homogeniseras enligt ovan och blandas med transportmediet
i forhallandet 1:10.

. Centrifugering av homogenat

Homogenatet skall centrifugeras i en kylcentrifug vid 2—-5 °C vid 2 000—4 000 X g i 15 minuter, varefter
supernatanten samlas upp fér undersékning.

Om provet har transporterats i sirskilt medium (dvs. med tillsats av antibiotika) kriver supernatanten
ingen ytterligare behandling med antibiotika.

Om provet har skickats in som hela fiskar skall homogenatet efter centrifugeringen blandas med
transportmediet som innehéller antibiotika och direfter st i fyra timmar i rumstemperatur eller 6ver
natten vid 4 °C.

Behandlingen med antibiotika utférs for att forhindra bakteriell f6rorening och gor filtrering genom
membranfilter onddig.

Omedelbart efter centrifugeringen skall en del av supernatanten blandas med lika delar av ett pi
lampligt sitt utspitt divalent antiserum mot IPN-virus (referensstammarna Sp och Ab) och inkuberas
med detta i minst en timme vid 15 °C eller hégst 18 timmar vid 4 °C. Antiserumets titer maste vara
minst 1:2 000 i ett 50 % plaqueneutralisationstest.

Syfter med att behandla alla inokulat med antiserum mot IPN-viruset (ett virus som i vissa delar av
Europa finns 1 50% av alla fiskprover) ir att forhindra CPE orsakad av att IPN-virus utvecklas i
inokulerade cellkulturer. Detta minskar tiden for de virologiska undersékningarna sivil som antalet
fall dir forekomsten av CPE skulle kunna uppfattas som en potentiell indikation pd VHS eller [HN.

Nir prover kommer frin produktionsenheter som anses fria fran IPN, kan behandling av inokulat
med antiserum mot IPN utelimnas.

III. Virologisk undersokning

. Cellkulturer och medier

BF-2 och antingen EPC- eller FHM-celler odlas vid 20-25 °C i Eagle’s MEM (eller modifieringar
dirav) med tillsats av 10 % foetalt bovinserum och antibiotika i standardkoncentrationer.

Nir cellerna odlas i slutna flaskor, skall mediet buffras med bikarbonat. Det medium som anvinds
for cellkulturer i 8ppna kirl skall buffras med Tris-HCI (23 mM) och Na-bikarbonat (6 mM) vid ett
pH-virde som skall ligga si nira 7,6 som mojligt, eftersom detta pH-virde ir optimalt for
virusforokning. :

Cellkulturer som skall anvindas for inokulering med viavnadsmaterial bér vara unga (4—48 timmar)
och i aktiv tillvixt (inte konfluenta) vid inokuleringen.

. Inokulation av cellkulturer

Antibiotikabehandlade organsuspensioner skall inokuleras i cellkulturer i tvd spadningar, dvs.
primirspidningen plus en spidning 1:100 av denna (fér att férhindra homolog interferens). Minst
tvd cellinjer mdaste inokuleras (se I111.1). Forhdllandet mellan inokulatets storlek och volymen av
cellkulturens medium bér vara ca 1:10.

Fér varje spadning och varje cellinje skall anvindas minst ca 2 cm? cellyta motsvarande en brunn i en
cellkulturplatta med 24 brunnar. Anvindning av cellkulturplattor rekommenderas men andra
cellodlingskirl med motsvarande eller stérre vixtyta kan ocksa accepteras.
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. Inkubation av cellkulturer

Inokulerade cellkulturer skall inkuberas vid 15 °C i sju dagar. Om firgen i cellkulturens medium
dndras fran rott till gult som tecken pd att mediet haller pa act forsuras, skall pH-virdet justeras med
steril bikarbonatlésning eller likvirdiga dmnen for att sikerstilla cellkulturens mottaglighet for
virusinfektion.

Frusna forrdd av VHSV och IHNV skall titreras pa cellkulturerna var sjitte manad for att visa att
dessa ir mottagliga fér infektion.

. Mikroskopi

Inokulerade cellkulturer skall inspekteras dagligen med avseende pa férekomst av CPE med omkring
40 gangers forstoring. Om CPE kan observeras skall identifiering av virus enligt avsnitt IV paborjas
omedelbart.

Samtidigt skall limpliga dtgirder vidtas fér att upphiva godkindstatusen for den produktionsenhet
dir det viruspositiva provet kommer ifrén, liksom for alla nedstréms beligna produktionsenheter.

Godkindstatusen skall forbli upphivd tills laboratorietesterna visar att det inte dr friga om VHSV
eller IHNV. Hogst fyra veckor tillats for identifiering av viruset, inkluderande tiden som behovs for
undersokning vid referenslaboratorier.

. Odling av subkulturer

Om inte CPE harutvecklats efter sju dagars inkubation, skall subkulturer odlas med friska cellkulturer,
varvid cellytan skall vara lika stor som i primirkulturen.

Lika delar av medium frén samtliga kulturer/brunnar som utgér primirkulturen slis samman, efter
ett infrysnings/upptiningsforlopp av kulturerna, och 0,5 ml av mediet blandas med lika mycket
antiserum mot IPN enligt beskrivningen i avsnitt I1.2 och blandningen inkuberas vid 15°C i
60 minuter. Blandningen inokuleras sedan i homologa cellkulturer i spiadning 1:1 och 1:100 enligt
beskrivning i avsnitt II1.2. Inokuleringen fir féregds av preinkubation av de utspadda lésningarna
med divalent antiserum mot IPNvirus i lamplig spidning.

De inokulerade kulturerna inkuberas darefter i sju dagar vid 15 °C och observeras enligt beskrivningen

1 avsnitt [11.4.

IV. Identifiering av virus

Neutralisation

Om CPE har pdvisats i en cellkultur, skall mediet samlas upp, cellerna avligsnas genom lingsam
centrifugering eller membranfiltrering (0,45 wm) och mediet direfter spadas 1:100 och 1: 10 000 i
cellkulturmedium.

Lika delar av spidningen blandas med lika delar av fsljande reagenser, var och en for sig, och
inkuberas i 60 minuter vid 15 °C:

~ gruppspecifik antikropp mot VHSV (Egtved-virus) 1:50*
— gruppspecifik antikropp mot smittsam hematopoetisk nekrosvirus (IHNV) 1:50*
— specifikt divalent antiserum mot smittsamt pankreatiskt nekrosvirus (IPNV)

(referensstammar Sp och Ab) 1:50*
~ medium 1:1

* eller enligt referenslaboratoriets uppgift om eventuell cytotoxicitet hos antiserum. De anvinda

reagenserna skall vara av referenskvalitet 1 friga om titer och specificitet.

Frin varje blandning av virus och serum skall minst tvd cellkulturer inokuleras med 50 wl vardera
och sedan inkuberas vid 15 °C. Utvecklingen av CPE kontrolleras enligt beskrivning 1 avsnitt I11.4.

Om testet inte har lett till en siker identifiering av viruset inom en vecka, skall endera av féljande
tgirder vidtas:

a) Viruset dverfors till ett nationellt referenslaboratorium fér fiskvirus fér omedelbar identifiering.

b) Immunofluorescens (IFAT) (avsnitt IV.2), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (avsnitt
IV.3) eller andra metoder for virusidentifiering med reagenser av referenskvalitet.
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2. Immunofluorescens (IFAT)

For varje virusisolat som skall identifieras besds minst tta tickglas eller motsvarande med EPC-celler
med en tithet som efter 24 timmars odling ger en utvixt av ca 60-90 % . Valet av EPC-celler beror pd
deras goda vidhiftning mot glasytor.

Nir cellerna har sjunkit ned till glasytan (omkring en timme efter bestrykningen), eller nir kulturerna
har inkuberats i upp till 24 timmar, inokuleras det virus som skall identifieras. Fyra kulturer inokuleras
i volymforhillandet 1:10 och fyra i forhallandet 1:100.

20-30 timmar efter inokulationen skéljs kulturerna tvd ginger i Eagle’s MEM utan serum, fixeras i
aceton och firgas direfter med hjilp av en tvaskikts IFAT. Férsta reagensskiktet bestir av godkint
antiserum (som i avsnitt IV.1). Andra reagensskiktet bestar av ett FITC-konjugerat antiserum mot
det immunglobulin som anvinds i forsta skiktet. Fér varje testat antiserum skall minst en inokulerad
hogdoskultur och en inokulerad ldgdoskultur bli fargad. Testet skall 4ven omfatta limpliga negativa
och positiva kontroller.

Preparera de firgade kulturerna med glycerolsaltlésning. Undersok dem under infallande UV-ljus.
Anvind okular med férstoringsgrad 10 X eller 12 X och objektiv x 25 eller x 40 med blindare
>0,7 respektive >1,3. Spadningar av primirt antiserum och FITC-konjugerat antiserum mot
immunoglobulinet ir beroende av det valda eller disponibla mikroskopet.

Vissa stammar av Egtved-virus reagerar kraftigt med antiserum mot stam F 11 IFAT, dven om de
inte reagerar i neutralisationstest.

. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Brunnarna i mikrotiterplattor (t.ex. Nunc-immunplattor, Maxisorp, Nunc, Danmark) skall éver
natten tickas med rekommenderade spidningar av protein-A-rensade immunoglobulinfraktioner av
de antiserum som anges i avsnitt IV.1.

Sedan brunnarna skoljts med buffertlosning PBS-Tween-20, tillsitts det virus som skall identifieras i
tvé eller fyra stegs spadning och tilldts reagera med antikroppsbeldggningen i 60 minuter vid 37 °C.
Efter skoljning med buffertlésning PBS-Tween-20 tillsitts biotinylerade antikroppar av en specificitet
som motsvarar antikroppsbeldggningens specificitet och far reagera i 60 minuter vid 20 °C. Efter
ytterligare en skoljning enligt ovan tillsatts HRP-konjugerad streptavidin och fir reagera en timme
vid 20 oC. Efter en sista skoljning blir det bundna enzymet synligt med hjilp av limpliga ELISA-substrat
(OPD, TMB eller andra).

Ovannimnda biotin-avidin-baserade ELISA-version nimns som exempel. Aven andra ELISA-versioner
med beprévad verkan fir anvindas.

Tabell1 A

Erhallande av status

Antal kliniska . Undersokning av
. . Undersokningar av organ _—
inspektioner fran antal fiskar ovarievitska fran antal
per &r fiskar

Kontinentalomriden:
a) Anliggning med avelsbestind 5 120 (serie 1) 30 (serie 1)

150 (serie 2) 0
b) Anliggning med enbart 2 0 150 (serie 1 eller 2)

avelsbestdnd c)

c) Anliggning utan avelsbestind 2 150 (serie 1 och 2) 0
Kustomraden:
a) Anliggning utan avelsbestind 2 30 (serie 1 och 2)
b) Anliggning med avelsbestind ) 120 (serie 1) 30 (serie 1)

150 (serie 2) 0

Hogsta antal fiskar per bassing: §
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Tabell 1 B

Bibehallande av status

Antal kliniska 1 Undersékning av
. . Undersékningar av organ - .
inspektioner fran antal fiskar ovarievitska fran antal
per ar ) fiskar

Kontinentalomraden:

a) Anlidggning med avelsbestdnd 2 15 (serie 1 eller 2) 15 (serie 1 eller 2)

b) Anliggning med enbart 2 0 30 (serie 1 eller 2)

avelsbestdnd

c) Anliaggning utan avelsbestind 2 30 (serie 1 eller 2) 0

Kustomrdden:

a) Anldggning utan avelsbestind 1 30(1) (serie 1 eller 2) 0

b) Anliggning med avelsbestind 2 0 30 (serie 1 eller 2)

Hogsta antal fiskar per bassang: 10

(1) Proverna skall samlas in under andra till sjitte manaden efter fiskens 6verforing fran farsk- till saltvatten.

DEL 11

DIAGNOSTISKA METODER FOR FASTSTALLANDE AV IHN OCH VHS VID MISSTANKE OM
UTBROTT

Diagnos pd IHN och VHS kan stillas med ndgon'av féljande metoder:

— A. Konventionell virusisolering med pafsljande serologisk identifiering av virus.
— B. Virusisolering med samtidig serologisk identifiering av virus.

— C. Metoder for snabbdiagnostisering (IFAT, ELISA).

I anlaggningar i godkinda omrdden fir den forsta diagnosen pd IHN och VHS inte grundas enbart
pametod C. Metod A eller B miste ocksa anvindas.

Det vivnadsmaterial som ir avsett for virologisk undersokning far i vissa fall tfsljas av kompletterande
material for bakteriologisk, parasitologisk, histologisk eller annan undersékning fératt en differentialdiag-
nos skall kunna stillas. S4dant material skall insamlas p3 de sitt som anges i OIE.

A. Konventionell virusisolering med pafoljande serologisk identifiering av virus

ALl Val av prover

Minst 10 fiskar som visar typiska tecken pd IHN eller VHS maste samlas in for undersokning.

A.1.2  Beredning och transport av fiskprover

Fére transport eller 6verféring till laboratoriet skall de organdelar som skall undersokas
avligsnas fran fisken med steril sax och pincett och placeras i plastrér som innehiller
transportmedium, dvs. cellkulturmedium med 10% kalvserum och antibiotika. Kombinationen
av 200 IE penicillin, 200 pg streptomycin och 200 pg kanamycin per ml kan rekommenderas
men dven andra antibiotika med erkind verkan fir anvindas. De organ som skall undersokas
ir mjilten, framre njuren och encephalon.

Organdelar fran 5-10 fiskar fir samlas i samma ror s4 att det utgér ett samlingsprov. Viavnaden
i varje prov bér viga minst 1 g sd att den slutliga spidningen blir ca 1:10.

Réren placeras i isolerade behdllare (exempelvis tjockviggiga polystyrenlddor) tillsammans med
s mycket is eller "frysklampar” att proverna dr nerkylda till mellan 0 och § °C under transporten
till laboratoriet. Frysning skall undvikas.

Den virologiska undersokningen skall pdborjas s& snart som mdjligt och senast 48 timmar efter
provtagningen. Om fisken som skall undersokas 4r kortare in 6 cm, far hela fiskar skickas till
laboratoriet i plastpasar och skall d& vara kylda pa ovan angivna sitt.
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AlL3

AllL1

AllL2

A.L1

AllL2

Insamling av kompletterande diagnostiskt material

Efter dverenskommelse med det berérda diagnostiklaboratoriet fir dven andra fiskvivnader
samlas in och beredas for kompletterande undersskningar.

Homogenisering av organ

P4 laboratoriet skall vivnaderna i réren homogeniseras fullstindigt (antingen med stomacher,
mixer eller mortel och stot) och darefter blandas med det ursprungliga transportmediet. Om ett
prov bestdr av hela fiskar, dvs. fiskar kortare in 6 cm, skall dessa sonderdelas med steril sax
sedan kroppen bakom analsppningen avligsnats samt homogeniseras enligt ovan och blandas
med transportmediet i férhdllandet 1:10.

Centrifugering av homogenat

Homogenatet skall centrifugeras i en kylcentrifug vid 2-5 °C vid 2 000~4 000 X g i 15 minuter,
varefter supernatanten samlas upp fér undersékning.

Om provet har transporterats i sirskilt medium (dvs. med tillsats av antibiotika) kriver
supernatanten ingen ytterligare behandling med antibiotika.

Om provet har skickats in som hela fiskar skall homogenatet efter centrifugeringen blandas med
transportmediet som innehéller antibiotika och direfter st i fyra timmar i rumstemperatur eller
dver natten vid 4 °C.

Behandlingen med antibiotika utfors for att férhindra bakteriell fororening av proven och gor
filtrering genom membranfilter onddig. Omedelbart efter centrifugeringen skall en del av
supernatanten blandas med lika delar av ett pa lampligt sitt utspitt divalent antiserum mot
IPN-virus (referensstammarna Sp och Ab) och inkuberas med detta i minst en timme vid 15 °C
eller hogst 18 timmar vid 4 °C. Antiserumets titer mdste vara minst 1:2 000 i ett 50%
plaquencutralisationstest.

Syftet med att behandla alla inokulat med antiserum mot IPN-virus (ett virus som i vissa delar
av Europa finns i 50 % av alla fiskprover) ar att forhindra CPE orsakad av att IPN-virus utvecklas
i inokulerade cellkulturer. Detta minskar tiden for de virologiska undersokningarna savil som
antalet fall dir forekomsten av CPE skulle kunna uppfattas som en potentiell indikation pd VHS
eller IHN.

Nir prover kommer frin produktionsenheter som anses fria frin IPN, kan behandling av
inokulat med antiserum mot IPN utelimnas.

Cellkulturer och medier

BF-2 och antingen EPC- eller FHM-celler odlas vid 20-25 °C i Eagle’s MEM (eller modifieringar
dirav) med tillsats av 10 % foetalt bovinserum och antibiotika i standardkoncentrationer.

Nir cellerna odlas i slutna flaskor, skall mediet buffras med bikarbonat. Det medium som
anvinds for cellkulturer i 6ppna kitl skall buffras med Tris-HCI (23 mM) och Na-bikarbonat
(6 mM) vid ett pH-virde som skall ligga s& nira 7,6 som méjligt, eftersom detta pH-virde ir
optimale for virusférokning.

Cellkulturer som skall anvindas for inokulering med vivnadsmaterial bér vara unga (4-48
timmar) och i aktiv tillvixt (inte konfluenta) vid inokuleringen.

Inokulation av cellkulturer

Antibiotikabehandlade organsuspensioner skall inokuleras i cellkulturer i tvd spidningar, dvs.
primirspadningen plus en spiddning 1:100 av denna (fér att férhindra homolog interferens).
Minst tvi cellinjer méiste inokuleras (se A.IIL.1).

Forhillandet mellan inokulatets storlek och volymen av cellkulturens medium bér vara ca 1:10.
For varje spidning och varje cellinje skall anvindas minst ca 2 cm? cellyta motsvarande en brunn

i en cellkulturplatta med 24 brunnar. Anvindning av cellkulturplattor rekommenderas men
andra cellodlingskirl med motsvarande eller stdrre vixtyta kan ocksd accepteras.
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A.IlL3

AllL4

AIILS

AlV.l

Inkubation av cellkulturer

Inokulerade cellkulturer skall inkuberas vid 15 °C i sju dagar. Om firgen i cellkulturens medium
4dndras fran rott till gult som tecken pa att mediet hiller pd att forsuras, skall pH-virdet justeras
med steril bikarbonatlésning eller likvirdiga dmnen for att sikerstilla cellkulturens mottaglighet
for virusinfektion.

Frusna forrdd av VHSV och IHNV skall titreras pa cellkulturerna var sjitte manad for att visa
att dessa 4r mottagliga for infektion.

Mikroskopi

Inokulerade cellkulturer skall inspekteras dagligen med avseende pd forekomst av CPE med
omkring 40 gangers forstoring. Om CPE kan observeras tydligt skall identifiering av virus enligt
avsnitt A.IV pdborjas omedelbart.

Samtidigt skall limpliga dtgirder vidtas for att upphiva godkindstatusen for den produktionsen-
het som det viruspositiva provet kommer ifrdn, liksom fér alla nedstréms beldgna produktionsen-
heter.

Godkindstatusen skall forbli upphivd tills laboratorietesterna visar att det inte dr friga om
VHSV eller IHNV. Hogst fyra veckor tillats for identifiering av viruset, inkluderande tiden som
behévs for undersdkningen vid referenslaboratorier.

Odling av subkulturer

Om inte CPE har utvecklats efter sju dagars inkubation, skall subkulturer odlas med friska
cellkulturer, varvid cellytan skall vara lika stor som i primiarkulturen.

Lika delar av medium frin samtliga kulturer/brunnar som utgér primirkulturen slds samman,
efter ett infrysnings/upptiningsforlopp av kulturerna, och 0,5 ml av mediet blandas med lika
mycket antiserum mot IPN enligt beskrivningen i avsnitt A.IL.2 och blandningen inkuberas vid
15 °C i 60 minuter. Blandningen inokuleras sedan i cellkulturer i spiadning 1:1 och 1:100 enligt
beskrivning i avsnitt A.IIL.2. Inokuleringen fir foregds av preinkubation av de utspidda
losningarna med divalent antiserum mot IPN-virus i limplig spadning.

De inokulerade kulturerna inkuberas direfter i sju dagar vid 15°C och observeras enligt
beskrivningen i avsnitt A.II1.4.

Neutralisation

Om CPE har p4visats i en cellkultur, skall mediet samlas upp, cellerna avligsnas genom lingsam
centrifugering eller membranfiltrering (0.45 wm) och mediet direfter spadas 1:100 och 1: 10 000
i cellkulturmedium.

Lika delar av spidningen blandas med lika delar av féljande reagenser, var och en for sig, och
inkuberas i 60 minuter vid 15 °C:

— gruppspecifik antikropp mot VHSV (Egtved-virus) 1:50*
~ gruppspecfik antikropp mot infektiés hematopoetisk nekrosvirus (IHNV) 1:50*
— specifikt divalent antiserum mot smittsamt pankreatiskt nekrosvirus (IPNV)
(referensstammar Sp och Ab) 1:50*
—~ medium 1:1

* eller enligt referenslaboratoriets uppgift om eventuell cytotoxicitet hos antiserum.

De anvinda reagenserna skall vara av referenskvalitet i friga om titer och specificitet.

Fran varje blandning av virus och serum skall minst tva cellkulturer inokuleras med 50 ul vardera
och sedan inkuberas vid 15 °C. Utvecklingen av CPE kontrolleras enligt beskrivning i avsnitt
ALllL4.

Om testet inte har lett till en siker identifiering av viruset inom en vecka, skall endera av foljande
atgirder vidtas:

a) Viruset 6verfors till ett nationellt referenslaboratorium for fiskvirus for omedelbar identifie-
ring.

b) Tillimpning av IFAT (avsnitt A.IV.2), (ELISA) (avsnitt A.IV.3) eller andra metoder for
virusidentifiering med reagenser av referenskvalitet.
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Alv.2

AlIv3

B.IL1

B.IL.2

B.IL.3

B.IIIL1

Immunofluorescens (IFAT)

For varje virusisolat som skall identifieras besds minst 4tta tickglas eller motsvarande med
EPC-celler med en tithet som efter 24 timmars odling ger en utvixt av ca 60-90%. Valet av
EPC-celler beror pa deras goda vidhiftning mot glasytor.

Nir cellerna har sjunkit ned till glasytan (omkring en timme efter bestrykningen), eller nir
kulturerna har inkuberats i upp till 24 timmar, inokuleras det virus som skall identifieras. Fyra
kulturer inokuleras i volymforhallandet 1:10 och fyra i forhillander 1:100.

20-30 timmar efter inokulationen skoljs kulturerna tvd ganger i Eagle’s MEM utan serum,
fixeras i aceton och firgas darefter med hjilp av en tvaskikes IFAT. Forsta reagensskikret bestar
av godkint antiserum (som i avsnitt IV.1). Andra reagensskiktet bestdr av ett FITC-konjugerat
antiserum mot det immunglobulin som anvinds i forsta skiktet. For varje testat antiserum skall
minst en inokulerad hégdoskultur och en inokulerad lagdoskultur bli fargad. Testet skall dven
omfatta lampliga negativa och positiva kontroller.

Preparera de firgade kulturerna med glycerolsaltlésning. Undersok dem under infallande
UV-ljus. Anvind okular med férstoringsgrad 10 X eller 12 X och objektiv x 25 eller objektiv x
40 med blindare >0,7 respektive >1,3. Spiadningar av primirt antiserum och FITC-konjugerat
antiserum mot immunoglobulinet 4r beroende av det valda eller disponibla mikroskopet.

Vissa stammar av Egtved-virus reagerar krafrigt med antiserum mot stam F 11 IFAT, dven om
de inte reagerar i neutralisationstest.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Brunnarna i mikrotiterplattor (t.ex. Nunc-immunplattor, Maxisorp, Nunc, Danmark) skall 6ver
natten tickas med rekommenderade spidningar av protein-A-rensade immunoglobulinfraktioner
av de antiserum som anges i avsnitt A.IV.1.

Sedan brunnarna skéljts med buffertlésning PBS-Tween-20, tillsitts det virus som skall
identifieras i tva eller fyra stegs spidning och tillits reagera med antikroppsbeliggningen i
60 minuter vid 37 °C. Efter skoljning med buffertlosning PBS-Tween-20 tillsitts biotinylerade
antikroppar av en specificitet som motsvarar antikroppsbelaggningens specificitet och fir reagera
i 60 minuter vid 20 °C. Efter ytterligare en skoljning enligt ovan tillsitts HRP-konjugerad
streptavidin och fir reagera en timme vid 20 °C. Efter en sista skéljning blir det bundna enzymet
synligt med hjilp av lampliga ELISA-substrat (OPD, TMB eller andra).

Ovannimnda biotin-avidin-baserade ELISA-version nimns som exempel. Aven andra ELISA-
versioner med beprévad verkan far anvindas.

B. Virusisolering med samtidig serologisk virusidentifiering

Val av prover

Som A.L1.

Beredning och transport av fiskprover

Som A.L.2.

Homogenisering av organ

Som A.IL1.

Centrifugering av homogenatet

Som A.IL.2.

Behandling av supernatant med diagnostiska antiserum
Organsuspensionen som har behandlats med antibiotika och anti-IPN spids 1:10 och 1:10 000 1

cellkulturmedium. Lika delar av spiadning blandas med lika delar av de reagenser som riaknas
upp i avsnitt A.IV.1 och inkuberas i 60 minuter vid 15 °C.

Cellkulturer och medier

Som A.IIL1.
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B.II1.2

B.IIL3

B.IIL.4

B.IILS

Inokulering av cellk:ulturer

Fran varje blandning av virusserum (beredd enligt B.11.3) skall minst tvd cellkulturer per cellinje
inkuberas med 50 pl vardera.

Inkubering av cellkulturer

Som A.IIL3.
Mikroskopi

Inokulerade cellkulturer skall inspekteras dagligen med avseende pa forekomst av CPE vid ca
40 gangers forstoring. Om nigot av de anvinda antiserumen forhindrar CPE, fir viruset dirmed
anses identifierat.

Om inget av de anviinda antiserumen har haft ndgon verkan, skall identifieringen fortsitta med
den metodik som framgir av A.IV.

Odling av subkulturer

Om ingen CPE har utvecklats efter sju dagar, skall subkulturer odlas med kulturer som
inokulerats med supernatanten plus medium (B.I1.3).

C. Snabbdiagnostiseringsmetoder (IFAT, ELISA)

Supernatanten enligt A.I.2 behandlas enligt IFAT eller ELISA i enlighet med A.IV.2 respektive A.IV.3.
Dessa snabba metoder skall senast 48 timmar efter provtagningen kompletteras med en virologisk
undersokning enligt A eller B

a) om resultatet ir negativt

eller

b) om resultatet ir positivt med material som utgér forsta faller av IHN eller VHS i godkinda omraden.



