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II

(Icke-lagstiftningsakter)

BESLUT

KOMMISSIONENS GENOMFORANDEBESLUT (EU) 201 5/1554
av den 11 september 2015

om tillimpningsforeskrifter for direktiv 2006/88/EG vad giller krav for 6vervakning och
diagnostiska metoder

[delgivet med nr C(2015) 6188]

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DETTA BESLUT
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av rddets direktiv 2006/88/EG av den 24 oktober 2006 om djurhilsokrav for djur och produkter fran
vattenbruk och om forebyggande och bekdmpning av vissa sjukdomar hos vattenlevande djur ('), sdrskilt artiklarna 49.3,
50.4, 57 b och 61.3, och

av foljande skal:

(1) I direktiv 2006/88/EG faststills forebyggande minimidtgirder for 6vervakning och tidig upptickt av de sjukdomar
som fortecknas i bilaga IV till det direktivet (nedan kallade de fortecknade sjukdomarna) i vattenlevande djur och de
bekdmpningsdtgirder som ska vidtas vid misstanke om forekomst eller vid utbrott av de fortecknade
sjukdomarna. I direktivet faststills dven kraven for att uppna sjukdomsfri status i medlemsstater eller i zoner eller
delomraden i medlemsstater.

(2)  Utrotningen av de fortecknade sjukdomarna och uppndendet av sjukdomsfri status i en medlemsstat, en zon eller
ett delomrdde bor grundas pd samma principer och folja samma vetenskapliga tillvigagangssitt i hela unionen.
Det ar ddrfor nodvindigt att faststilla sirskilda krav pd unionsnivd for utrotnings- och évervakningsprogram
samt for de provtagningsmetoder och diagnostiska metoder som medlemsstaterna ska anvinda for att erhilla
sjukdomsfri status i hela medlemsstaten eller i en zon eller ett delomrade i medlemsstaten.

(3)  De laboratorieanalyser som ska genomféras vid misstanke om eller bekriftelse av forekomst av de fortecknade
sjukdomarna bor vara samma pd unionsnivd och félja samma vetenskapliga standarder och protokoll. Enligt
direktiv 2006/88/EG madste det faststillas sirskilda diagnostiska metoder och forfaranden som ska anvinds av de
laboratorier som medlemsstaternas behoriga myndighet utsett for detta andamal.

(4)  Virldsorganisationen for djurhilsa (OIE) har antagit Aquatic Animal Health Code (nedan kallad OIE:s Aquatic Code)
dir det faststills standarder for att forbattra hilsan hos vattenlevande djur och vilbefinnandet hos odlad fisk i
hela virlden, inklusive standarder for sdker internationell handel med vattenlevande djur och produkter av dessa.
Négra kapitel i OIE:s Aquatic Code innehéller rekommendationer vad géller anvindningen av vissa diagnostiska
tester. Dessa tester faststills i OIE:s Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals (nedan kallad OIE:s manual). For
att sakerstdlla att unionens krav nir det giller diagnostik av sjukdom hos vattenlevande djur overensstimmer
med internationella standarder bor de regler som faststills i detta beslut beakta standarderna och rekommenda-
tionerna i OIE:s Aquatic Code.

() EUTL 328, 24.11.2006, s. 14.
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(5)  Nar det giller minga av de fortecknade sjukdomarna anges det i OIE:s manual ett flertal tester och forfaranden
som ska anvindas vid laboratorieanalyser. For att det diagnostiska arbetet nidr det giller de fortecknade
sjukdomarna pd unionsnivd ska ha en enhetlig vetenskaplig grund, mdste man gora ett urval bland de
diagnostiska tester och forfaranden som OIE rekommenderar samt ange vilka tester som bor vara obligatoriska
vid laboratorieanalyser i samband med overvakningsprogram och for att utesluta misstanke om eller bekrifta
forekomst av de fortecknade sjukdomarna. Eftersom det i vissa fall ocksd kommer att behovas alternativa metoder
och forfaranden bor det finnas beskrivningar av och vissa vetenskapliga forklaringar till nir och hur de alternativa
metoderna skulle kunna anvidndas. Detta dr i synnerhet nddvindigt for de mer detaljerade diagnostiska
forfarandena.

(6)  For att fa fram exakta och reproducerbara diagnoser ar det viktigt att de detaljerade forfaranden och protokoll
som ska anvindas dr validerade i enlighet med de relevanta kvalitetsstandarder som anges i del I i bilaga VI till
direktiv 2006/88/EG. Nar det giller manga av de diagnostiska metoder som foreskrivs i detta beslut ar det
nodvindigt att i de diagnostiska protokollen anvinda kommersiella testkit som har validerats i ackrediterade
tester av EU:s referenslaboratorier (EURL) for respektive sjukdom. For rittssikerhetens skull bor de kommersiella
namnen pa dessa validerade kommersiella testkit anges i detta beslut.

(7)  Det kan vara svért for vissa medlemsstater att uppnd sjukdomsfri status i hela medlemsstaten eller i en zon eller
ett delomrdde i medlemsstaten med avseende pa en eller flera fortecknade sjukdomar. I sddana situationer kanske
inte medlemsstaten vill erhalla eller aterfd sjukdomsfri status for dessa fortecknade sjukdomar. De minimibekdmp-
ningsatgirder som ska vidtas nir den berérda medlemsstaten inte vill erhdlla eller aterfd sjukdomsfri status bor
vara desamma pd unionsnivd och folja samma kriterier. Enligt direktiv 2006/88/EG madste det dirfor faststillas
detaljerade bestimmelser for att motverka spridning av de fortecknade sjukdomarna och minimikrav for att
upphiva dessa dtgarder for att motverka sjukdomsspridning.

(8) I kommissionens beslut 2001/183/EG (') faststdlls krav vad giller provtagningsplaner och diagnostiska metoder
for att pavisa och bekrifta forekomst av de fortecknade sjukdomarna infektios hematopoietisk nekros och viral
hemorragisk septikemi. I kommissionens beslut 2003/466/EG () faststills krav vad géller provtagningsplaner och
diagnostiska metoder for att pavisa infektios laxanemi samt kriterier for zonindelning och officiell 6vervakning
vid misstanke om eller bekriftad forekomst av sjukdomen. I kommissionens beslut 2002/878/EG (°) faststalls
krav vad giller provtagningsplaner och diagnostiska metoder for att pavisa och bekrifta forekomst av
musselsjukdomarna bonamios and marteilios. For att uppdatera kraven bor dessa tre beslut ersittas med det hir
beslutet. Besluten 2001/183/EG, 2002/878EG och 2003/466/EG bor dirfor upphora att gilla.

(9)  Eftersom vissa medlemsstater behéver tid for att uppdatera sina nationella referenslaboratorier sa att de uppfyller
de krav som faststills i detta beslut bor det tillimpas frdn och med den 1 april 2016.

(10) De atgirder som foreskrivs i detta beslut ar forenliga med yttrandet frén stindiga kommittén for véxter, djur,
livsmedel och foder.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1
Syfte

I detta beslut faststalls bestimmelser vad géller f6ljande:

a) Overvakning, buffertzoner, provtagningsmetoder och diagnostiska metoder som medlemsstaterna ska anvinda i
samband med sjukdomsstatusen i medlemsstaten eller i zoner eller delomrdden i medlemsstaten med avseende pa de
sjukdomar hos vattenlevande djur som inte ar exotiska och som fortecknas i del 1I i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG
(nedan kallade de fortecknade sjukdomarna).

(") Kommissionens beslut 2001/183/EG av den 22 februari 2001 om faststillande av provtagningsplaner och diagnostiska metoder for
pavisande och bekriftelse av vissa fisksjukdomar och om upphivande av beslut 92/532EEG (EGT L 67, 9.3.2001, 5. 65).

() Kommissionens beslut 2003/466/EG av den 13 juni 2003 om kriterier for zonindelning och officiell 6vervakning vid misstanke om eller
bekriftelse av forekomst av infektios laxanemi (ISA) (EUT L 156, 25.6.2003, s. 61).

(*) Kommissionens beslut 2002/878/EG av den 6 november 2002 om provtagningsplaner och de diagnostiseringsmetoder som skall
tillimpas for pavisande och konstaterande av musselsjukdomarna Bonamiosis (Bonamia ostreae) och Marteiliosis (Marteilia refringens)
(EGTL 305,7.11.2002,s. 57).
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b) De diagnostiska metoder som ska anvindas vid laboratorieanalyser vid misstanke om eller bekriftelse av forekomst
av de fortecknade sjukdomarna.

¢) De minimibekdmpningsatgirder som ska vidtas vid misstanke om eller bekriftelse av forekomst av en fortecknad
sjukdom i en medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som inte forklarats friffritt fran de fortecknade sjukdomarna.

Artikel 2
Definitioner

I detta beslut avses med

a) viral hemorragisk septikemi (VHS): en sjukdom som orsakas av viruset for viral hemorragisk septikemi (VHS-virus) som
ar ett virus av slaktet Novirhabdovirus i familjen Rhabdoviridae,

b) infektios hematopoietisk nekros (IHN): en sjukdom som orsakas av viruset for infektios hematopoietisk nekros
(IHN-virus) som 4r ett virus av sliktet Novirhabdovirus i familjen Rhabdoviridae,

c) koiherpesvirus (KHV): en sjukdom som orsakas av koiherpesvirus (KHV) som tillhor familjen Alloherpesviridae; det
vetenskapliga namnet ar cyprinidherpesvirus 3 (CyHV-3),

d) infektios laxanemi (ILA/ISA): en sjukdom som orsakas av en infektion med HPR-deleted (highly polymorphic region-
deleted) laxanemivirus (ISA-virus) som ar ett virus av sldktet Isavirus i familjen Orthomyxoviridae,

e) infektion orsakad av Marteilia refringens: en sjukdom som orsakas av en infektion med Marteilia refringens, en protozo
tillhorande stammen Paramyxea,

f) infektion orsakad av Bonamia ostreae: en sjukdom som orsakas av en infektion med Bonamia ostreae, en protozo
tillhorande stammen haplosporidier,

g) vitprickig kriftdjurssiuka (WSD): en sjukdom som orsakas av White Spot Syndrome Virus (WSSV) som dr ett
dubbelstrangat DNA-virus av sliktet Whispovirus i familjen Nimaviridae.

Artikel 3
Minimikrav for utrotnings- och vervakningsprogram

Medlemsstaterna ska se till att de bestimmelser vad giller Gvervaknings- och utrotningsprogram, buffertzoner,
provtagningsmetoder och diagnostiska metoder som faststdlls i bilaga I samt de sirskilda metoder och detaljerade
forfaranden som faststills i bilaga II foljs ndr en sjukdomsfri status ska beviljas, dterkallas eller aterutfirdas for en
medlemsstat eller for en zon eller ett delomrdde i en medlemsstat med avseende pd en eller flera av de fortecknade
sjukdomarna.

Artikel 4
Minimikrav for diagnostiska metoder och sirskilda forfaranden

Medlemsstaterna ska se till att de bekdmpningsmetoder som faststills i bilaga I och de sirskilda diagnostiska metoder
och detaljerade forfaranden som faststills i bilaga II foljs nir laboratorieanalyser genomfors for att bekrifta eller utesluta
forekomst av en fortecknad sjukdom.

Artikel 5

Minimibekdmpningsitgirder for att motverka spridning av fortecknade sjukdomar och minimikrav fér att
upphiiva dessa dtgirder i medlemsstater, zoner eller delomriden som inte forklarats fria frén de fortecknade
sjukdomarna

Medlemsstaterna ska se till att de minimibekdmpningsétgirder och de minimikrav for att upphdva dessa dtgarder som
faststalls i bilaga I f6ljs nir bekdmpningsétgirder vidtas och dessa dtgirder for att motverka spridning av en eller flera av
de fortecknade sjukdomarna upphivs i en medlemsstat eller i en zon eller ett delomrdde i en medlemsstat som inte
forklarats friffritt frin de fortecknade sjukdomarna.
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Artikel 6
Upphivande

Besluten 2001/183/EG, 2002/878/EG och 2003/466/EG ska upphora att gilla.

Artikel 7
Tillimpningsdatum

Detta beslut ska tillimpas fran och med den 1 april 2016.

Artikel 8
Adressater

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.

Utfdrdat i Bryssel den 11 september 2015.

Pd kommissionens vignar
Vytenis ANDRIUKAITIS

Ledamot av kommissionen
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BILAGA 1

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER

. Inledning

I denna bilaga faststills foljande:

a) Krav for de utrotnings- och 6vervakningsprogram som foreskrivs i artikel 44 i direktiv 2006/88/EG och de
provtagningsmetoder och diagnostiska metoder som ska anvindas for att medlemsstater eller zoner eller

delomraden i medlemsstater ska forklaras sjukdomsfria enligt kapitel VII i det direktivet.

b) Provtagningsmetoder och diagnostiska metoder som ska anvindas vid laboratorieanalyser vid misstanke om och
for bekriftelse av forekomst av sjukdomar som inte dr exotiska och som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv

2006/88/EG (nedan kallade de fortecknade sjukdomarna) i enlighet med artiklarna 28 a och 57 b i det direktivet.

) De étgdrder for att motverka sjukdomsspridning som i enlighet med artikel 39 i direktiv 2006/88/EG ska vidtas
vid bekriftad forekomst av en fortecknad sjukdom och de tgirder som ska vidtas for att en medlemsstat, en zon

eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V ska erhalla hilsostatus av kategori IIL

Kraven i denna bilaga omfattar foljande fortecknade sjukdomar:

1. | Viral hemorragisk septikemi (VHS) Del 1
2. | Infektios hematopoietisk nekros (IHN) Del 1
3. | Koiherpesvirus (KHV) Del 2
4. | Infektios laxanemi (ILA/ISA) Del 3
5. | Infektion orsakad av Marteilia refringens Del 4
6. | Infektion orsakad av Bonamia ostreae Del 5
7. | Vitprickig kriftdjurssjuka (WSD) Del 6

II. Definitioner

I bilagorna I och II avses med

a) inlandsdelomrdde: en eller fler anldggningar beldgna i inlandet i en eller flera medlemsstater med ett gemensamt
system for biosdkerhet och med en vattenlevande djurpopulation som har en bestimd halsostatus i friga om en

viss sjukdom,

b) inlandsbaserad anliggning: en anliggning som héller vattenbruksdjur beldgen i inlandet i en medlemsstat,

c) inlandszon: ett exakt avgransat geografiskt omrdde som dr beldget i inlandet i en eller flera medlemsstater med ett
enhetligt hydrologiskt system och som omfattar delar av ett avrinningsomrdde fran kallan till en naturlig eller
konstgjord barridar som hindrar vattenlevande djur frdn att ta sig uppstroms frin de nedre delarna av
avrinningsomradet, ett helt avrinningsomrdde fran kallan till mynningen, eller fler 4n ett avrinningsomréde,
inklusive mynningar, pd grund av den epidemiologiska kontakten mellan avrinningsomrddena genom mynningen,
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d) anliggning som officiellt forklarats smittad: en anliggning som héller vattenlevande djur dir en eller flera av de
fortecknade sjukdomarna har bekriftats i enlighet med artiklarna 28 a, 29 och 57 b i direktiv 2006/88/EG av den
behériga myndigheten,

e) kontaktanliggning: en anldggning som haller vattenlevande djur och som pd ndgot sitt har visats ha eller ar starkt
misstankt for att ha blivit kontaminerad med infektiost material frdn en anliggning som officiellt forklarats
smittad.

DEL 1

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER FOR VIRAL HEMORRAGISK SEPTIKEMI (VHS) OCH INFEKTIOS
HEMATOPOIETISK NEKROS (IHN)

L Krav for 6vervaknings- och utrotningsprogram for att erhilla och fi behilla sjukdomsfri hilsostatus med avseende pd
VHS och IHN samt tgirder for att motverka spridning av dessa fortecknade sjukdomar

L1 Allménna krav for hilsoinspektioner och provtagning med avseende pa VHS och IHN

a) Halsoinspektioner och, i forekommande fall, provtagning ska genomféras under den tid pa dret da vattentem-
peraturen understiger 14 °C eller ndrhelst under dret da vattentemperaturen sannolikt dr som lagst.

b) Nir riktad 6vervakning av vilda populationer krivs enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till direktiv
2006/88/EG ska provtagningsplatsernas antal och geografiska spridning faststillas sé att en rimlig tickning av
medlemsstaten, zonen eller delomrddet uppnds. Provtagningsplatserna ska vara representativa for de olika
ekosystem dir vilda populationer av mottagliga arter finns.

¢) Nar anldggningar eller vilda populationer ska genomgé hilsoinspektioner eller provtas mer 4n en géng per ar
ska intervallerna mellan hilsoinspektionerna och mellan provinsamlingarna vara si langa som mojligt men
minst fyra manader, med beaktande av temperaturkraven i led a.

d) Alla produktionsenheter (t.ex. dammar, tankar och nitkassar) ska genomgd hilsoinspektioner med avseende
pa forekomst av fisk som dr dod, svag eller beter sig onormalt. Sirskild uppmirksamhet ska dgnas omréadet
kring vattenutslipp, dir svag fisk brukar samlas pd grund av det strommande vattnet.

e) Fisk av mottagliga arter for provinsamling ska viljas pa foljande stt:

i) Om det forekommer regnbdge ska endast fisk av den arten viljas for provtagning, utom nir andra
mottagliga arter forekommer som visar typiska tecken pd VHS eller IHN. Om regnbége inte férekommer
ska provet vara representativt for alla andra mottagliga arter som forekommer.

ii) Om det forekommer svag fisk som beter sig onormalt eller nydod fisk (¢j sonderfallande/rutten) ska
denna fisk viljas. Om mer 4n en vattentdkt anvinds for fiskproduktion ska fisk fran samtliga vattentakter
inga i provet.

iii) Den utvalda fisken ska omfatta fisk som samlats in pd sddant sitt att savil samtliga delar av anlidggningen
som alla drsklasser dr proportionellt representerade i provet.

1.2 Sarskilda krav for att erhdlla sjukdomsfri hilsostatus (kategori I) med avseende pd VHS och IHN
2.1 Overvakningsprogram

a) En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hélsostatus av kategori III i enlighet med del B i bilaga III
till direktiv 2006/88/EG med avseende pd VHS eller IHN, eller bdda, kan uppné hilsostatus av kategori I med
avseende pd dessa fortecknade sjukdomar, forutsatt att alla anldggningar som héller sddana mottagliga arter
som fortecknas i del II i bilaga IV till det direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomradet uppfyller kraven i
bilaga V till det direktivet samt att alla anldggningarna och, nir s krivs enligt del I punkt 2 andra stycket i
bilaga V till det direktivet, de provtagningsplatser i vilda populationer som valts i enlighet med den delen har
omfattats av ett av f6ljande 6vervakningsprogram:
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i) Modell A — tvaarigt 6vervakningsprogram

Anldggningarna eller provtagningsplatserna ska ha genomgétt hilsoinspektioner och provtagits under
minst tvd pa varandra foljande r enligt tabell 1.A i avsnitt IL.

Under denna tvaarsperiod ska alla prover ha testats med negativt resultat med avseende pad VHS eller IHN,
eller bdda, med de diagnostiska metoderna i punkt I1.2, och varje misstanke om forekomst av antingen
VHS eller THN, eller bida, ska ha uteslutits i enlighet med provtagningsmetoderna och de diagnostiska
metoderna i punkt IL.3.

ii) Modell B — fyradrigt 6vervakningsprogram med minskad provstorlek

Anldggningarna eller provtagningsplatserna ska ha genomgétt hilsoinspektioner och provtagits under
minst fyra pd varandra foljande ar enligt tabell 1.B i avsnitt IL.

Under denna fyradrsperiod ska alla prover ha testats med negativt resultat med avseende pa VHS eller IHN,
eller bdda, med de diagnostiska metoderna i punkt II.2, och varje misstanke om foérekomst av antingen
VHS eller IHN, eller bida, ska ha uteslutits i enlighet med provtagningsmetoderna och de diagnostiska
metoderna i punkt IL3.

b) Om under genomférandet av det Gvervakningsprogram som avses i led a en infektion orsakad av VHS eller
IHN, eller bdda, bekriftas pd en anliggning som ingdr i Gvervakningsprogrammet och anliggningens
hilsostatus av kategori II dirfor dterkallas, kan anldggningen omedelbart aterfd sin hilsostatus av kategori Il
och fortsitta genomforandet av oOvervakningsprogrammet for att erhdlla sjukdomsfri status utan att
genomfora ett utrotningsprogram enligt punkt 1.2.2, forutsatt att anldggningen uppfyller foljande villkor:

i) Det dr en inlandsbaserad anliggning vars hilsostatus med avseende pd VHS eller IHN, eller bada, i
enlighet med del II punkt 3 i bilaga V till direktiv 2006/88/EG inte 4r beroende av hilsostatusen med
avseende pa dessa fortecknade sjukdomar hos de vattenlevande djurpopulationerna i omgivande naturliga
vatten.

ii) Anldggningen har tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehdll. Driftuppehallet ska vara
minst sex veckor.

i) Dar har skett utsittning med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en
hilsostatus av kategori I med avseende pd antingen VHS eller IHN, eller bada.

[.2.2  Utrotningsprogram
.2.2.1 Allminna krav

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde med en hilsostatus av kategori V med avseende pd antingen VHS
eller THN, eller bada, kan uppnd hilsostatus av kategori I med avseende pd dessa fortecknade sjukdomar,
forutsatt att alla anldggningar som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller delomradet har omfattats av ett utrotningsprogram som uppfyller
foljande krav i leden a—e:

a) De minimibekdmpningsatgirder som faststills i kapitel V avsnitt 4 i direktiv 2006/88/EG ska ha vidtagits pa
ett effektivt sdtt och ett kontrollomrdde som avses i artikel 32 b i det direktivet, inklusive en skyddszon och
overvakningszon, ska ha faststallts i nirheten av den eller de anliggningar som officiellt forklarats smittade
med antingen VHS eller IHN, eller bdda dessa fortecknade sjukdomar.

Kontrollomradet ska ha faststillts utifran varje enskilt fall med beaktande av de faktorer som péverkar risken
for att den fortecknade sjukdomen sprids till odlad och vild fisk, sisom antal, andel och fordelning av
fiskdodlighet pd den anliggning som dr smittad med antingen VHS eller IHN, eller bada, avstind till
ndrliggande anldggningar och deras tithet, nirhet till fiskslakterier, kontaktanliggningar, arter pa
anldggningarna, odlingsmetoder pd de drabbade anliggningarna och pd nirliggande anldggningar till de
drabbade anldggningarna samt hydrodynamiska forhallanden och andra faktorer av epidemiologisk betydelse
som identifierats.
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Vid faststillandet av skydds- och overvakningszoner ska foljande minimikrav gilla betriffande zonernas
geografiska avgrinsning:

i) En skyddszon ska faststillas i den omedelbara nirheten av en anldggning som officiellt forklarats smittad
med antingen VHS eller IHN, eller bada dessa fortecknade sjukdomar, och den ska motsvara foljande:

1. I kustomrdden: Ett omrdde inom en cirkel med en radie som minst motsvarar forflyttningen under en
tidvattencykel eller pd minst 5 km, beroende pa vilket omrdde som &r storst, med centrum pé den
anldggning som officiellt forklarats smittad med antingen VHS eller IHN, eller bida, eller ett
motsvarande omrdde som faststills enligt limpliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

2. I inlandsomréden: Hela avrinningsomrddet runt den anldggning som officiellt forklarats smittad med
VHS eller IHN, eller bdda. Den behoriga myndigheten far begrinsa zonens omfattning till delar av
avrinningsomradet eller anldggningens areal, forutsatt att antingen VHS eller IHN, eller bdda, inte
riskerar att spridas.

ii) En overvakningszon ska faststillas utanfor skyddszonen av den behériga myndigheten och den ska
motsvara foljande:

1. 1 kustomréden: Ett omrdde som omger skyddszonen dir de béda zonerna for tidvattencykelns
forflyttning 6verlappar varandra, eller ett omrdde som omger skyddszonen inom en cirkel med en radie
pd 10 km fran skyddszonens centrum, eller ett motsvarande omrdde som faststdlls enligt limpliga
hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

2. Iinlandsomréden: Ett utvidgat omrade utanfor den faststillda skyddszonen.

b) Alla anliggningar som héiller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88/EG i den skyddszon som inte officiellt forklarats smittad med VHS eller IHN, eller bada, ska bli
foremél for en officiell undersékning som omfattar dtminstone foljande:

i) Insamling av prover for testning av 10 fiskar ndr det iakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion
efter slakt som Overensstimmer med symtomen pd infektion orsakad av antingen VHS eller IHN, eller
bada, eller av minst 30 fiskar nir inga kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt iakttas.

ii) En hilsoinspektion i de anldggningar dir de tester som avses i led i har gett negativa resultat. Hilsoinspek-
tionerna ska fortsitta en ging per médnad under den period da vattentemperaturen understiger 14 °C,
utom ndr dammar eller nitkassar ar tickta av is, fram till dess att skyddszonen har dterkallats i enlighet
med punkt 1.2.2.1 c.

¢) Alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med antingen VHS eller IHN, eller bada, ska tommas,
reng6ras och desinficeras samt gora driftuppehdll. Driftuppehdllet ska vara minst sex veckor. Nar alla
anldggningar som officiellt forklarats smittade inom samma skyddszon har tomts ska de vara ur drift
samtidigt i minst tre veckor. Detta stycke giller dven nya anldggningar som officiellt forklarats smittade under
utrotningsprogrammets genomforande.

Nir driftuppehéllet genomfors pd anlidggningar som officiellt forklarats smittade ska skyddszonerna 6verga till
overvakningszoner.

Den behoriga myndigheten far krdva att andra anldggningar i de faststillda skydds- och overvakningszonerna
ska tommas, rengOras och desinficeras samt gora driftuppehdll. Den behoriga myndigheten ska efter en
riskbedomning i varje enskilt fall avgora hur linge de andra anldggningarna ska vara ur drift.

d) T alla anliggningar som officiellt forklarats smittade med VHS eller THN, eller bida dessa fortecknade
sjukdomar, och i alla andra anliggningar i de faststillda skydds- och &vervakningszonerna som gjort
driftuppehdll och som avses i led ¢ ska utsittning ske med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller
delomraden med en sjukdomsfri hilsostatus (kategori I) med avseende pa antingen VHS eller IHN, eller bada.
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Utsittningen ska inte ske forrdn alla anldggningar som officiellt forklarats smittade har tomts, rengjorts och
desinficerats samt gjort driftuppehall i enlighet med punkt 1.2.2.1 c.

e) Alla anliggningar som héller sidana mottagliga arter som fortecknas i del I i bilaga IV till direktiv
2006/88EG i den medlemsstat, den zon eller det delomrdde som omfattas av utrotningsprogrammet och, nir
det krivs overvakning av vilda populationer, de provtagningsplatser som valts i enlighet med punkt L1 ska
direfter omfattas av den 6vervakning som faststalls i punkt 1.2.1.

1.2.2.2 Krav for att dterfd sjukdomsfri status for inlandsdelomrdden som omfattar en enda anldggning och som tidigare
har forklarats fri frn antingen VHS eller IHN, eller bada

Ett inlandsdelomrdde som omfattar en enda anldggning som tidigare har forklarats fri frdn antingen VHS eller
IHN, eller bida dessa fortecknade sjukdomar, vars hilsostatus med avseende pd dessa fortecknade sjukdomar i
enlighet med del II punkt 3 i bilaga V till direktiv 2006/88/EG inte 4r beroende av omgivande naturliga vatten
och vars hilsostatus av kategori I har aterkallats i enlighet med artikel 53.3 i det direktivet, kan &terfd sin
hilsostatus av kategori I omedelbart efter det att den behoriga myndigheten har bekriftat att foljande villkor har
uppfyllts:

a) Alla anliggningar som officiellt bekraftats smittade med antingen VHS eller IHN, eller bada, ska ha tomts,
rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehdll. Driftuppehéllet ska vara minst sex veckor.

b) I den anldggning som officiellt bekraftats smittad med antingen VHS eller IHN, eller bdda, har utsittning skett
med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av kategori I med
avseende pd antingen VHS eller IHN, eller bada.

1.3 Sarskilda krav for att fd behdlla sjukdomsfri hilsostatus (kategori I) med avseende pé antingen VHS eller IHN,
eller bada

Om det enligt artikel 52 i direktiv 2006/88/EG krivs riktad overvakning for att fd behdlla hilsostatus av
kategori I ska alla anldggningar som héller sidana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till det
direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomradet i friga genomgéd hilsoinspektion och fisk ska provtas i
enlighet med tabell 1.C i avsnitt II i denna del, med beaktande av anlidggningens risknivd for att smittas med
antingen VHS eller IHN, eller bdda av dessa fortecknade sjukdomar.

Risken for att smittas med antingen VHS eller IHN, eller bdda, ska betraktas som hog nir man faststiller
frekvensen pa halsoinspektioner i delomrdden med hilsostatus av kategori I med avseende pd VHS eller IHN,
eller bada, vilka dr beldgna i inlandsomrdden och dar hilsostatusen med avseende pd VHS eller IHN idr beroende
av hilsostatusen hos de vattenlevande djurpopulationerna i omgivande naturliga vatten i enlighet med del I
punkt 2 i bilaga V till direktiv 2006/88EG.

Den sjukdomsfria statusen fir endast behllas sd linge som alla prover testas med negativt resultat med avseende
pd VHS eller IHN, eller bada dessa fortecknade sjukdomar, med de diagnostiska metoderna i punkt I.2, och varje
misstanke om forekomst av antingen VHS eller THN, eller bdda, har uteslutits i enlighet med de diagnostiska
metoderna i punkt IL.3.

L4 Krav for upphdvande av de dtgdrder for att motverka sjukdomsspridning som faststalls i artikel 39 i direktiv
2006/88/EG, dvs. 6vergdng fran hilsostatus av kategori V till kategori III

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pa antingen VHS
eller IHN, eller bdda, kan uppnd hilsostatus av kategori Il med avseende pd dessa fortecknade sjukdomar,
forutsatt att foljande galler:

a) Kraven i punkt 1.2.2.1 a, b och ¢ dr uppfyllda. Om driftuppehall inte dr tekniskt mojligt ska de berorda
anldggningarna bli foremdl for en alternativ dtgird som ger nistan samma garantier for att antingen IHN-
virus eller VHS-virus, eller bdde, utrotas frin anldggningens omgivning.

b) I alla anldggningar som officiellt forklarats smittade och alla andra anldggningar som gjort driftuppehall/varit
foremdl for alternativa atgirder i enlighet med led a i de faststillda skydds- och overvakningszonerna har
utsittning skett med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av
kategori [, II eller Il med avseende pd antingen VHS eller IHN, eller bada.
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¢) Utsittningen skedde inte forrdn alla anliggningar som officiellt forklarats smittade hade tomts, rengjorts och
desinficerats samt gjort driftuppehéll eller varit féremal for alternativa dtgarder i enlighet med led a.

IL. Diagnostiska metoder och provtagningsmetoder

.1  Organ som ska provtas

De vidvnader som ska undersokas dr mjilte, njurens frimre del och antingen hjirta eller encephalon. Nir
stamfisk provtas kan dven ovarie- eller sddesvitska undersokas.

Nir det giller smdyngel kan hela fiskar som dr mindre dn 4 cm sonderdelas med steril sax eller skalpell efter det
att kroppen bakom analéppningen har avligsnats. Om ett prov bestdr av hela fiskar som dr 4-6 cm ska
indlvorna inklusive njure samlas in.

Organdelar fran hogst tio fiskar far slds samman.

.2 Diagnostiska metoder for att erhdlla och fa behélla sjukdomsfri status med avseende pé antingen VHS eller IHN,
eller bada

De diagnostiska metoderna, i enlighet med de godkinda diagnostiska metoderna och forfarandena i del I avsnitt I
i bilaga II, for att uppna eller fa behalla sjukdomsfri status med avseende pd VHS eller IHN, eller bida, ska vara
antingen

a) virusisolering i cellkulturer, foljt av identifiering med ELISA (enzymkopplad immunadsorberande analys),
indirekt fluorescerande antikroppstest (IFAT), virusneutralisationstest eller realtids-PCR med omvind
transkription (RT-qPCR), eller

b) RT-qPCR.

.3  Provtagningsmetoder och diagnostiska metoder for att utesluta eller bekrifta forekomst av VHS eller [HN

Nar det i enlighet med artikel 28 i direktiv 2006/88/EG krévs att en misstanke om forekomst av antingen VHS
eller THN, eller badda, ska bekriftas eller uteslutas ska foljande forfaranden for inspektion, provtagning och
testning foljas:

a) Den anldggning dir misstanke foreligger ska genomgd minst en hilsoinspektion och en provtagning av
10 fiskar ndr det iakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt som overensstimmer med
symtomen pa infektion orsakad av antingen VHS eller IHN, eller bada, eller av minst 30 fiskar nér inga
kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt iakttas. Proverna ska testas med en eller flera av de
diagnostiska metoderna i leden i och ii i enlighet med de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena
i del 1 avsnitt II i bilaga IL:

i) Konventionell virusisolering i cellkultur med efterfoljande immunokemisk eller molekylar identifiering av
virus.

ii) Pdvisande av virus med RT-qPCR.

iii) Andra diagnostiska metoder med liknande dokumenterad effektivitet, t.ex. indirekt fluorescerande
antikroppstest (IFAT), ELISA (enzymkopplad immunadsorberande analys), RT-PCR och immunhistokemi
(IHK).

b) Forekomsten av VHS ska anses bekriftad om en eller flera av dessa diagnostiska metoder &r positiva for VHS-
virus. Forekomsten av IHN ska anses bekriftad om en eller flera av dessa diagnostiska metoder ir positiva for
[HN-virus. Bekriftelsen av det forsta fallet av VHS eller IHN i medlemsstater, zoner eller delomriden som inte
tidigare varit smittade ska baseras pd konventionell virusisolering i cellkultur eller RT-qPCR.

¢) Misstanke om forekomst av antingen VHS-virus eller IHNV-virus, eller bdda, kan uteslutas om cellodlingstester
eller RT-gPCR inte visar pd ndgra ytterligare tecken pa forekomst av antingen VHS-virus eller IHN-virus, eller

béda.
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Tabell 1.A

Overvakning av zoner och delomriden for den tvddriga kontrollperiod som avses i punkt 1.2.1 a i och som
foregar uppndendet av sjukdomsfri status med avseende pd VHS eller IHN

Typ av anliggning

Antal hilsoins-
pektioner per dr

Antal provtag-
ningar per ar (tvd

Antal fiskar i provet (')

(tva ar) ar) Antal vixande fiskar Antal stamfiskar ()
50 (forsta inspektio- 30 (forsta eller andra
nen) inspektionen)
a) Anldggningar med stamfisk 2 2
75 (andra inspektio- | O (forsta eller andra in-
nen) spektionen)
b) Anliggningar med endast ) 1 0 75 (forsta eller andra
stamfisk inspektionen)
N (e
¢) Anldggningar utan stamfisk 2 2 75 () (forsta och 0

andra inspektionen)

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 10

(") Proverna far inte samlas in tidigare dn tre veckor efter overforingen av fisken frén sot- till saltvatten.
() Ovarie- eller sidesvitska ska samlas in fran stamfisk ndr den 4r lekmogen genom strykning.
(}) Det antal fiskar som provtas ska garantera att VHS-virus eller [HN-virus pavisas med 95 % konfidens om den hypotetiska prevalen-

sen ar 5 %.

Tabell 1.B

Overvakning med minskad provstorlek for den fyradriga kontrollperiod som avses i punkt 1.2.1 a ii och som
foregar uppniendet av sjukdomsfri status med avseende pd VHS eller IHN

Typ av anldggning

Antal hilsoins-
pektioner per dr

Antal provtag-
ningar per ar

Antal fiskar i provet (1)

Antal vixande fiskar

Antal stamfiskar (2)

Overvakningsperiodens forsta tvd ar

0 (forsta inspektionen)

0 (forsta inspektionen)

a) Anldggningar med stamfisk 2 1 ; ;
) SEMINE 30 (andra inspektio- 0 (andra inspektionen)
nen)
b) Anldggningar med endast ) 1 0 30 (forsta eller andra
stamfisk inspektionen)
¢) Anldggningar utan stamfisk 2 1 30 () (forsta eller 0

andra inspektionen)

Overvakningsperiodens sista tvd &r

a) Anldggningar med stamfisk

30 (forsta inspektio-
nen)

0 (andra inspektionen)

0 (forsta inspektionen)

30 (andra inspektio-
nen)
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Typ av anldggning

Antal hilsoins-
pektioner per &r

Antal provtag-
ningar per ar

Antal fiskar i provet (1)

Antal vixande fiskar

Antal stamfiskar ()

b) Anldggningar med endast
stamfisk

30 (forsta och andra
inspektionen)

¢) Anldggningar utan stamfisk

30 (%) (forsta och
andra inspektionen)

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 10

(") Proverna fér inte samlas in tidigare dn tre veckor efter dverforingen av fisken fran sot- till saltvatten.

===

sen dr 10 %.

Ovarie- eller sddesvitska ska samlas in fran stamfisk ndr den ir lekmogen genom strykning.
Det antal fiskar som provtas ska garantera att VHS-virus eller IHN-virus pavisas med 95 % konfidens om den hypotetiska prevalen-

Tabell 1.C

Overvakning av zoner eller delomriden for att f3 behilla sjukdomsfri status med avseende pid VHS eller IHN

enligt punkt 1.3

Risknivé Antal hilsoinspektioner Antal fiskar i provet (%)
Hog 2 per ar 30 ()
Medelhog 1 per ar 30 (1)
Lag 1 vartannat r 30 ()

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 10

——
<=

sen ar 10 %.

(}) Det ska finnas minst ett prov for varje hilsoinspektion.

1) Proverna far inte samlas in tidigare 4n tre veckor efter 6verforingen av fisken fran sot- till saltvatten.
Det antal fiskar som provtas ska garantera att VHS-virus eller IHN-virus pavisas med 95 % konfidens om den hypotetiska prevalen-

DEL 2

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER FOR KOIHERPESVIRUS (KHV)

L Krav for 6vervaknings- och utrotningsprogram for att erhilla och fi behilla sjukdomsfri hilsostatus med avseende pd
KHYV och for att motverka infektion orsakad av koiherpesvirus (KHV)

L1 Allminna krav

Nir riktad overvakning av vilda populationer krivs enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till direktiv
2006/88EG ska provtagningsplatsernas antal och geografiska spridning faststillas s& att en rimlig tickning av
medlemsstaten, zonen eller delomrddet uppnds. Provtagningsplatserna ska ocksé vara representativa for de olika
ekosystem dar vilda mottagliga populationer finns, t.ex. flodsystem och sjoar.
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Riktad 6vervakning ska grundas pd regelbunden Gvervakning av platser med mottagliga arter. Dessa platser ska
overvakas da vattentemperaturen dr tillrickligt hog for att sjukdomen ska kunna utvecklas (> 15 °C) och tidigast
tvd veckor fran den dag dd denna temperatur uppndddes. Varje sjuk fisk eller fisk med onormalt beteende som
finns pa platsen ska provtas och testas.

Nir sd dr mojligt ska fisk som har héllits under en lingre period i temperaturer dir viruset forokar sig (dvs. vid
15-26 °C i 2-3 veckor) provtas. Ett av foljande tillvigagdngssitt kan dock godtas:

a) Vid overforingen fran vinter- till sommardammar samlas en delpopulation in och den fisken halls i samma
vattenforekomst som sommardammen tills den minimitemperatur som krévs har uppnatts.

b) Vid upptagning och annan hantering av fisken samlas prover in som en del av normal hantering. Proverna
ska om mojligt samlas in 24-72 timmar efter denna hantering for att forbattra chanserna for att pavisa KHV.

Nir anliggningar eller vilda populationer ska genomga hilsoinspektioner eller provtas mer dn en gng per ar ska
intervallerna mellan hilsoinspektionerna eller mellan provinsamlingarna vara si linga som mojligt under den
arstid da vattentemperaturen sannolikt dr som hogst utan att 6verskrida gransen pé 28 °C.

Alla produktionsenheter (t.ex. dammar och tankar) ska genomgé hilsoinspektioner med avseende pé forekomst
av fisk som dr dod, svag eller beter sig onormalt.

Cyprinus carpio och dess hybrider (t.ex. Cyprinus carpio x Carassius auratus) ska samlas in nir de forekommer pd
anldggningen.

Fisk for provinsamling ska viljas pa foljande sitt:

i) Om det forekommer svag fisk som beter sig onormalt eller nydod fisk (¢j sonderfallande/rutten) ska denna
fisk viljas.

ii) Om mer 4n en vattentikt anvinds for fiskproduktion ska fisk fran samtliga vattentidkter ingd i provet.

iii) Den utvalda fisken ska omfatta fisk som samlats in pd sddant sitt att sdvil samtliga delar av anliggningen
som alla drsklasser dr proportionellt representerade i provet.

1.2 Sérskilda krav for att uppné sjukdomsfri hilsostatus (kategori I) med avseende pd KHV
2.1 Overvakningsprogram

a) En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori III med avseende pd KHV kan
uppnd hilsostatus av kategori I nidr alla anldggningar som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i
del 1I i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller delomradet uppfyller kraven for
sjukdomsfri status i bilaga V till det direktivet samt nir alla anldggningarna och, nir s& krivs enligt del I
punkt 2 andra stycket i den bilagan, de provtagningsplatser i vilda populationer som valts i enlighet med den
delen har omfattats av ett av foljande 6vervakningsprogram:

i) Modell A — tvaarigt overvakningsprogram

Anldggningarna eller provtagningsplatserna ska ha genomgétt hilsoinspektioner och provtagits under
minst tvd pd varandra foljande ar enligt tabell 2.A i avsnitt IIL.

Under denna tvdrsperiod ska alla prover ha testats med negativt resultat med avseende pd KHV med de
diagnostiska metoderna i punkt I1.2, och varje misstanke om forekomst av KHV ska ha uteslutits i enlighet
med de diagnostiska metoderna i punkt I11.2.
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ii) Modell B — fyradrigt 6vervakningsprogram med minskad provstorlek
Anldggningarna eller provtagningsplatserna ska ha genomgdtt hilsoinspektioner och provtagits under
minst fyra pad varandra foljande dr enligt tabell 2.B i avsnitt III.
Under denna fyradrsperiod ska alla prover ha testats med negativt resultat med avseende pd KHV med de
diagnostiska metoderna i punkt IL.2, och varje misstanke om forekomst av KHV ska ha uteslutits i enlighet
med de diagnostiska metoderna i punkt II1.2.

b) Om under genomforandet av det fyradriga 6vervakningsprogrammet som avses i led a en infektion orsakad
av KHV bekriftas pd en anlidggning som ingér i 6vervakningsprogrammet och anliggningens hilsostatus av
kategori II dirfor dterkallas, kan anliggningen omedelbart dterfd sin hilsostatus av kategori II och fortsitta
genomforandet av Overvakningsprogrammet for att erhdlla sjukdomsfri status utan att genomfora ett
utrotningsprogram enligt punkt 1.2.2, forutsatt att anldggningen uppfyller f6ljande villkor:

i) Det dr en inlandsbaserad anldggning vars halsostatus med avseende pd KHV i enlighet med del II punkt 3
i bilaga V till direktiv 2006/88/EG inte dr beroende av hilsostatusen med avseende pd denna fortecknade
sjukdom hos de vattenlevande djurpopulationerna i omgivande naturliga vatten.
ii) Anldggningen har tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehdll. Driftuppehallet ska vara
minst sex veckor.
iii) Ddr har skett utsittning med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en
halsostatus av kategori I med avseende pd KHV.
[.2.2  Utrotningsprogram
1.2.2.1 Allménna krav

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pad KHV kan uppnd
halsostatus av kategori I med avseende pd denna fortecknade sjukdom nér alla anldggningar som héller sddana
mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller
delomradet har omfattats for dtminstone foljande utrotningsprogram:

a) De minimibekdmpningsdtgirder som faststills i kapitel V avsnitt 4 i direktiv 2006/88/EG har vidtagits pd ett
effektivt sitt och ett kontrollomrdde som avses i artikel 32 b i det direktivet, inklusive en skyddszon och
overvakningszon, har faststillts i narheten av den eller de anldggningar som officiellt forklarats smittade med
KHV.

Kontrollomrddet ska ha faststallts utifran varje enskilt fall med beaktande av de faktorer som péverkar risken
for att KHV sprids till odlad och vild fisk, sisom antal, andel och fordelning av fiskdodlighet pd den
anldggning som &r smittad med KHV, avstdnd till nirliggande anliggningar och deras tithet, ndrhet till
fiskslakterier, kontaktanliggningar, arter pa anliggningarna, odlingsmetoder pd de drabbade anliggningarna
och nirliggande anliggningar samt hydrodynamiska forhédllanden och andra faktorer av epidemiologisk
betydelse som identifierats.

Vid faststillandet av skydds- och overvakningszoner ska foljande minimikrav gilla betriffande zonernas
geografiska avgrinsning:

i) En skyddszon ska faststillas i den omedelbara nirheten av en anldggning som officiellt forklarats smittad
med KHV och den ska motsvara hela avrinningsomradet runt den anldggning som officiellt forklarats
smittad med KHV. Den behoriga myndigheten fir begrinsa zonens omfattning till delar av
avrinningsomrédet, forutsatt att KHV inte riskerar att spridas.

ii) En Gvervakningszon ska faststillas utanfor skyddszonen och den ska motsvara ett utvidgat omrade som
omger den faststillda skyddszonen.
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b) Alla anliggningar som héiller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88[EG i den skyddszon som inte officiellt forklarats smittad med KHV ska bli foremdl for en officiell
undersokning som omfattar dtminstone foljande:

i) Insamling av prover for testning av 10 fiskar ndr det iakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion
efter slakt som Gverensstimmer med symtomen pd KHYV, eller av 30 fiskar nir inga kliniska tecken eller
tecken vid inspektion efter slakt iakttas.

ii) En hilsoinspektion i de anldggningar dir de tester som avses i punkt II1.2 har gett negativa resultat.
Hilsoinspektionerna ska fortsitta en ging per médnad under den arstid da vattentemperaturen sannolikt
overstiger 15 °C fram till dess att skyddszonen har dterkallats i enlighet med punkt 1.2.2.1 c.

¢) Alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med KHV ska tommas, rengoras och desinficeras samt
gora driftuppehall. Driftuppehallet ska vara minst sex veckor. Nar alla anliggningar som officiellt forklarats
smittade inom samma skyddszon har tomts ska de vara ur drift samtidigt i minst tre veckor. Detta stycke
giller dven nya anldggningar som officiellt forklarats smittade under utrotningsprogrammets genomforande.

Nir driftuppehéllet genomfors pd anldggningar som officiellt forklarats smittade ska skyddszonerna 6verga till
overvakningszoner.

Den behoriga myndigheten far krdva att andra anldggningar i de faststillda skydds- och overvakningszonerna
ska tommas, rengOras och desinficeras samt gora driftuppehdll. Den behoriga myndigheten ska efter en
riskbedomning i varje enskilt fall avgora hur linge driftuppehallet ska vara.

d) I alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med KHV och i alla andra anldggningar i de faststillda
skydds- och 6vervakningszonerna som gjort driftuppehall ska utsittning

i) ske med fisk som kommer fran medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av kategori I
med avseende pd KHYV, eller

ii) under en Overgdngsperiod till och med den 31 december 2020 ske med fisk som kommer fran
medlemsstater, zoner eller delomrdden med ett godkédnt program for 6vervakning av KHV.

Utsdttningen ska inte ske forrin alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med KHV har tomts,
rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehdll i enlighet med punkt 1.2.2.1 c.

e) Alla anliggningar som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del I i bilaga IV till direktiv
2006/88/EG i den medlemsstat, den zon eller det delomrdde som omfattas av utrotningsprogrammet och, nar
det krivs overvakning av vilda populationer, de provtagningsplatser som valts i enlighet med punkt 1.1 ska
direfter ha varit foremdl for dtminstone det 6vervakningsprogram som faststills i punkt 1.2.1.

1.2.2.2 Krav for att dterfd sjukdomsfri status for inlandsdelomrdden som omfattar en enda anliggning och som tidigare
har forklarats fria frin KHV

Ett inlandsdelomrdde som omfattar en enda anldggning som har hilsostatus av kategori I med avseende pd KHV,
vars hilsostatus med avseende pd KHV i enlighet med del II punkt 3 i bilaga V till direktiv 2006/88/EG inte ar
beroende av omgivande naturliga vatten och vars halsostatus av kategori I har aterkallats i enlighet med
artikel 53.3 i det direktivet, kan dterfd sin hilsostatus av kategori I med avseende pd KHV omedelbart efter det
att den behoriga myndigheten har bekriftat att f6ljande villkor har uppfyllts:

a) Anldggningen har tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehall. Driftuppehéllet ska vara minst
sex veckor.

b) Didr har skett utsittning med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en
hilsostatus av kategori I eller delomrdden med ett godkint program for overvakning av KHV (hilsostatus av
kategori II).
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L3 Sarskilda krav for att fd behélla hilsostatus av kategori I med avseende pd KHV

Om det enligt artikel 52 i direktiv 2006/88/EG kravs riktad overvakning for att fd behdlla halsostatus av
kategori I ska alla anldggningar som héller sidana mottagliga arter som fortecknas i del IT i bilaga IV till det
direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomrédet i friga genomga hilsoinspektion och provtas i enlighet med
tabell 2.B i avsnitt IIl i denna del, med beaktande av anldggningens riskniva for att smittas med KHV.

Risknivan hog i tabell 2.C ska anvindas ndar man faststiller frekvensen pé hilsoinspektioner i delomrdden med
hilsostatus av kategori I med avseende pd KHV, vilka dr beldgna i inlandsomrdden och omfattar en eller fler
anldggningar vars hilsostatus med avseende pd KHV ir beroende av hilsostatusen for denna fortecknade
sjukdom i omgivande naturliga vatten i enlighet med del Il punkt 2 i bilaga V till direktiv 2006/88/EG.

I medlemsstater, zoner eller delomrdden dér antalet anldggningar 4r begrinsat och riktad 6vervakning av dessa
anldggningar inte ger tillrdckliga epidemiologiska uppgifter ska Gvervakning for att fa behélla sjukdomsfri status
omfatta provtagningsplatser som valts i enlighet med kraven i punkt I.1.

Dessa provtagningsplatser ska inspekteras och provtas enligt rotationsprincipen (50 % av provtagningsplatserna
per ar). Provtagningen ska genomforas i enlighet med tabell 2.C i avsnitt IIl. Proverna ska viljas, beredas och
undersokas enligt beskrivningen i avsnitt II och laboratorieanalyserna ska ge negativt resultat med avseende pa
forekomsten av KHV-agens.

Den sjukdomsfria statusen fir endast behéllas sd linge som alla prover testas med negativt resultat med avseende
pd KHV med de diagnostiska metoderna i punkt II.2, och varje misstanke om férekomst av KHV ska uteslutas i
enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt II1.2.

1.4 Sarskilda krav fér upphivande av de dtgdrder for att motverka sjukdomsspridning som faststills i artikel 39 i
direktiv 2006/88/EG for att erhdlla hilsostatus av kategori Il med avseende pd KHV i medlemsstater,
delomrdden eller zoner som har hilsostatus av kategori V

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pd KHV kan uppnd
hilsostatus av kategori IIl med avseende pa denna fortecknade sjukdom, forutsatt att foljande giller:

a) Kraven i punkt 1.2.2.1 a, b och ¢ dr uppfyllda. Om driftuppehall inte dr tekniskt mojligt ska de berorda
anldggningarna bli féremal for en alternativ atgird som ger nistan samma garantier for att KHV utrotas frin
anldggningens omgivning.

b) I alla anldggningar som officiellt forklarats smittade och alla andra anldggningar som gjort driftuppehéll/varit
foremal for alternativa tgdrder i enlighet med led a i de faststillda skydds- och overvakningszonerna har
utsattning skett med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av
kategori I, II eller III med avseende pd KHV.

¢) Utsittningen skedde inte forrdn alla anldggningar som officiellt forklarats smittade hade tomts, rengjorts och
desinficerats samt gjort driftuppehill eller varit foremal for alternativa dtgirder i enlighet med led a.
IL. Diagnostiska metoder och provtagningsmetoder for 6vervakning for att erhdlla och fi behalla sjukdomsfri status med
avseende pd KHV

1.1 Prover

De vavnader som ska undersokas dr delar av gile och njure. Organdelar fran hogst tva fiskar far slas samman.

.2 Diagnostiska metoder f6r 6vervakning for att erhdlla och f& behélla sjukdomsfri status med avseende pd KHV

Den diagnostiska metoden for att uppnd eller fa behdlla sjukdomsfri status med avseende pd KHV ska vara
realtids-PCR (qPCR) i enlighet med de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i del 2 avsnitt II i
bilaga IL.
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1L Diagnostiska metoder och provtagningsmetoder for officiell undersokning for att utesluta misstanke om eller

bekrifta forekomst av KHV

1.1 Prover

De viavnader som ska undersokas ér delar av gile och njure. Organdelar frén hogst tva fiskar far slds samman.

1.2
KHV

Officiell undersokning och diagnostiska metoder for att utesluta eller bekrifta forekomst av infektion orsakad av

Nir det i enlighet med artikel 28 i direktiv 2006/88/EG krivs att en misstanke om forekomst av KHV ska

bekriftas eller uteslutas ska foljande forfarande for inspektion, provtagning och testning f6ljas:

a) Den officiella undersokningen ska omfatta minst en hilsoinspektion och en provtagning av 10 fiskar nir det
iakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt som overensstimmer med symtomen pé
infektion orsakad av KHV, eller av 30 fiskar nidr inga kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt
iakttas. Proverna ska testas med den diagnostiska metoden i led b i enlighet med de detaljerade diagnostiska
metoderna och forfarandena i del 2 avsnitt II i bilaga II.

b) Forekomsten av en infektion orsakad av KHV ska anses bekriftad om KHV pévisas genom PCR.

Misstanke om forekomst av KHV kan uteslutas om detta test inte visar pd ndgra ytterligare tecken pé
forekomst av KHV.

Tabell 2.A

Overvakning av zoner och delomraden for den tvadriga kontrollperiod som féregir uppniendet av sjukdomsfri
status med avseende pd KHV enligt punkt 1.2.1

Antal kliniska
inspektioner per dr
(tva ar)

Antal laboratoriea-
nalyser per ar (tvd
ar)

Antal fiskar i provet

Anlaggningar/provtag-
ningsplatser

Overvakningsperiodens  forsta

tva ar

75 ()

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 2

(") Det antal fiskar som provtas ska garantera att KHV pavisas med 95 % konfidens om den hypotetiska prevalensen ar 5 %.

Tabell 2.B

Overvakning av zoner och delomriden fér den fyradriga kontrollperiod som féregir uppndendet av
sjukdomsfri status med avseende pa KHV enligt punkt 1.2.1

Antal kliniska
inspektioner per dr

Antal laboratoriea-
nalyser per ar

Antal fiskar i provet

Anliggningar/provtag- | Overvakningsperiodens  forsta 1 1 30
ningsplatser tvd ar

Anldggningar/provtag- | Overvakningsperiodens sista tva ) ) 30
ningsplatser ar

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 2
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Tabell 2.C

Overvakning av zoner eller delomrdden for att fd behdlla sjukdomsfri status med avseende pd KHV enligt

punkt 1.3
Risknivd Antal hélsoinspektioner Antal fiskar i provet
Hog 2 per ar 30
Medelhog 1 per ar 30
Lag 1 vartannat ar 30

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 2

Tabell 2.D

Overvakning for att fi behdlla sjukdomsfri status med avseende pi KHV i medlemsstater, zoner eller
delomrdden dir antalet anliggningar ir begrinsat och riktad overvakning av dessa anliggningar inte ger

tillrickliga epidemiologiska uppgifter enligt punkt 1.3

Antal kliniska inspektioner per
ar

Antal laboratorieanalyser per
ar

Antal fiskar i provet

Provtagningsplatser

1 vartannat ar

1 vartannat ar

30

Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 2

DEL 3

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER FOR INFEKTIOS LAXANEMI (ILA[ISA)

L Krav for 6vervaknings- och utrotningsprogram for att erhilla och i behilla sjukdomsfri hilsostatus med avseende pa
ILA/ISA samt for att motverka infektion orsakad av HPR-deleted ISA-virus

L1 Allminna krav

Nar det enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till direktiv 2006/88/EG krdvs att hilsoinspektioner och
provtagning pé anldggningar genomférs mer 4n en gang per dr ska intervallerna mellan hilsoinspektionerna eller
mellan provinsamlingarna vara sd langa som mojligt.

Nir riktad overvakning av vilda populationer krivs enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till direktiv
2006/88/EG ska provtagningsplatsernas antal och geografiska spridning faststillas sd att en rimlig tickning av
medlemsstaten, zonen eller delomrédet uppnds. Provtagningsplatserna ska ocksd vara representativa for de olika
ekosystem dar vilda mottagliga populationer finns.

Alla produktionsenheter (t.ex. dammar, tankar och nitkassar) ska genomga halsoinspektioner med avseende pa
forekomst av fisk som dr dod, svag eller beter sig onormalt. Sirskild uppmarksamhet ska dgnas omradet kring
vattenutsldpp, dir svag fisk brukar samlas pd grund av det strémmande vattnet.
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Fisk for provinsamling ska viljas pa foljande sitt:

a) Endast doende eller nydod fisk, men ej sonderfallande/rutten, ska viljas. Vid insamlingen ska sarskilt fisk med
anemi, blodningar eller andra kliniska tecken pd cirkulationsrubbningar prioriteras.

b) Om atlantlax dr bland de mottagliga arterna pé platsen ska prover frin atlantlax prioriteras. Om det inte finns
ndgon atlantlax i fiskodlingsanldggningen ska andra mottagliga arter provtas.

¢) Om mer in en vattentdkt anvinds for fiskproduktion ska fisk frin samtliga vattentdkter ingd i provet.

d) Den utvalda fisken ska omfatta fisk som samlats in pd sddant sitt att sdvil samtliga produktionsenheter i
anldggningen (t.ex. nitkassar, tankar och dammar) som alla arsklasser dr proportionellt representerade i
provet.

1.2 Sarskilda krav for att uppnd hélsostatus av kategori I med avseende pa ILA[ISA
2.1 Overvakningsprogram

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har halsostatus av kategori III i enlighet med del B i bilaga III till
direktiv 2006/88/EG med avseende pd ILA[ISA kan uppnd hilsostatus av kategori I med avseende pd denna
fortecknade sjukdom nir alla anldggningar som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV
till det direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomrddet uppfyller de relevanta kraven i bilaga V till det
direktivet samt nér alla anldggningarna och, nir sd krévs enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till det
direktivet, de provtagningsplatser i vilda populationer som valts i enlighet med den punkten har omfattats av
foljande 6vervakningsprogram:

a) Anldggningarna eller provtagningsplatserna har genomgétt hilsoinspektioner och provtagits under minst tvd
pd varandra foljande &r enligt tabell 3.A i avsnitt IL.

b) Under denna tvadrsperiod ska alla prover ha testats med negativt resultat med avseende pd HPR-deleted ISA-
virus med de diagnostiska metoderna i punkt II.2, och varje misstanke om forekomst av ILA[ISA ska ha
uteslutits i enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt II.3.

¢) Om ILA[ISA under genomfoérandet av Overvakningsprogrammet bekriftas pd en anliggning som ingdr i
overvakningsprogrammet och anldggningens hilsostatus av kategori II darfor Aaterkallas, ska ett
utrotningsprogram i enlighet med punkt 1.2.2 genomforas.

[.2.2  Utrotningsprogram
1.2.2.1 Allminna krav

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pd ILA/ISA kan
uppnd hilsostatus av kategori I med avseende pd denna fortecknade sjukdom nir alla anliggningar som haller
sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller
delomradet har omfattats av ett utrotningsprogram som uppfyller de f6ljande kraven i leden a—e:

a) De minimibekdmpningsdtgirder som faststills i kapitel V avsnitt 3 i direktiv 2006/88/EG har vidtagits pd ett
effektivt sitt och i synnerhet har ett kontrollomrdde som avses i artikel 32 b i det direktivet, inklusive en
skyddszon och overvakningszon, faststillts i nirheten av den eller de anliggningar som officiellt forklarats
smittade med HPR-deleted ISA-virus eller bekriftad ILA[ISA.

Kontrollomrddet ska ha faststillts utifran varje enskilt fall med beaktande av de faktorer som péverkar risken
for att ILA[ISA sprids till odlad och vild fisk, sdsom antal, andel och fordelning av fiskdodlighet pd den
anldggning som dr smittad med HPR-deleted ISA-virus eller bekriftad ILA[ISA, avstind till nirliggande
anldggningar och deras tdthet, ndrhet till fiskslakterier, kontaktanliggningar, arter pd anldggningarna,
odlingsmetoder pd de drabbade anliggningarna och nirliggande anliggningar samt hydrodynamiska
forhallanden och andra faktorer av epidemiologisk betydelse som identifierats.
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Vid faststillandet av skydds- och overvakningszoner ska foljande minimikrav gilla betriffande zonernas
geografiska avgrinsning:

i) En skyddszon ska faststillas i den omedelbara nirheten av en anldggning som officiellt forklarats smittad
med ILA[ISA och den ska motsvara foljande:

1. I kustomrdden: Ett omrdde inom en cirkel med en radie som minst motsvarar forflyttningen under en
tidvattencykel eller pd minst 5 km, beroende pd vilket omrdde som ar storst, med centrum péd den
anldggning som officiellt forklarats smittad med ILA[ISA, eller ett motsvarande omrdde som faststills
enligt lampliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

2. I inlandsomrédden: Hela avrinningsomrddet runt den anldggning som officiellt forklarats smittad med
ILA/ISA. Den behoriga myndigheten fir begrinsa zonens omfattning till delar av avrinningsomréddet,
forutsatt att ILA/ISA inte riskerar att spridas.

ii) En overvakningszon ska faststillas utanfor skyddszonen och den ska motsvara foljande:

1. T kustomréden: Ett omrdde som omger skyddszonen dir de béda zonerna for tidvattencykelns
forflyttning Gverlappar varandra, eller ett omrdde som omger skyddszonen inom en cirkel med en radie
pd 10 km fran skyddszonens centrum, eller ett motsvarande omrdde som faststills enligt limpliga
hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

2. Tinlandsomraden: Ett utvidgat omrdde utanfor den faststillda skyddszonen.

b) Alla anldggningar som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88/EG i den skyddszon som inte officiellt forklarats smittad med ILA[ISA ska bli foremdl for en officiell
undersokning som omfattar dtminstone foljande:

i) Insamling av prover for testning av minst 10 doende fiskar ndr det iakttas kliniska tecken eller tecken vid
inspektion efter slakt som Overensstimmer med symtomen pd ILA[ISA, eller av minst 30 fiskar ndr inga
kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt jakttas.

ii) En halsoinspektion: I de anldggningar dér de tester som avses i led i har gett negativa resultat ska halsoins-
pektionerna fortsitta en gdng per manad fram till dess att skyddszonen har dterkallats i enlighet med
punkt 1.2.2.1 c.

¢) Alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med HPR-deleted ISA-virus eller bekriftad ILA/ISA ska
tommas, rengoras och desinficeras samt gora driftuppehdll i minst tre ménader. Skydds- och
overvakningszonerna fir upphdvas nidr alla anliggningar inom skyddszonen har tomts, rengjorts och
desinficerats och dérefter varit ur drift samtidigt i minst sex veckor

Nir driftuppehéllet genomfors pd anldggningar som officiellt forklarats smittade ska skyddszonerna 6verga till
dvervakningszoner.

Den behoriga myndigheten far krava att andra anldggningar i de faststillda skydds- och 6vervakningszonerna
ska tommas, rengOras och desinficeras samt gora driftuppehdll. Den behoriga myndigheten ska efter en
riskbedomning i varje enskilt fall avgora hur linge de andra anldggningarna ska vara ur drift.

d) I alla anldggningar som oftficiellt forklarats smittade med HPR-deleted ISA-virus eller bekriftad ILA/ISA och i
alla andra anldggningar i de faststillda skydds- och oOvervakningszonerna som gjort driftuppehdll ska
utsittning ske med fisk som kommer frén medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av
kategori I med avseende pd ILA[ISA.

Utsdttningen ska inte ske forrdn alla anldggningar som officiellt forklarats smittade har tomts, rengjorts och
desinficerats samt gjort driftuppehall i enlighet med punkt 1.2.2.1 c.

e) Alla anliggningar som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88EG i den medlemsstat, den zon eller det delomrdde som omfattas av utrotningsprogrammet och, nir
det krivs overvakning av vilda populationer, de provtagningsplatser som valts i enlighet med punkt 1.1 ska
direfter omfattas av den 6vervakning som faststills i punkt 1.2.1.
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1.2.2.2 Krav for att dterfd sjukdomsfri status for inlandsdelomrdden som omfattar en enda anliggning och som tidigare
har forklarats ha hilsostatus av kategori I

Ett inlandsdelomrdde som omfattar en enda anlidggning som har hilsostatus av kategori I med avseende pd ILA|
ISA, vars hilsostatus i enlighet med del II punkt 3 i bilaga V till direktiv 2006/88/EG inte dr beroende av
omgivande naturliga vatten och vars hilsostatus av kategori I har dterkallats i enlighet med artikel 53.3 i det
direktivet, kan aterfd sin hélsostatus omedelbart efter det att den behoriga myndigheten har bekriftat att foljande
villkor har uppfyllts:

a) Anldggningen har tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehdll. Driftuppehallet ska vara minst
sex veckor.

b) Dir har skett utsittning med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomriden med en
hilsostatus av kategori I med avseende pd ILA/ISA.

1.3 Minimibekdmpningsatgarder for att fd behalla hilsostatus av kategori I med avseende pd ILA[ISA

Om det enligt artikel 52 i direktiv 2006/88/EG kravs riktad overvakning for att f& behalla hilsostatus av kategori
[ ska alla anldggningar som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till det direktivet i
medlemsstaten, zonen eller delomrddet i friga genomga hilsoinspektion och provtas i enlighet med tabell 3.B (!)
i avsnitt II i denna del, med beaktande av anldggningens risknivé for att smittas med ILA/ISA.

Risken for att smittas med ILA[ISA ska betraktas som hog ndr man faststiller frekvensen pa halsoinspektioner i
delomrdden med hilsostatus av kategori I med avseende pa ILA[ISA, vilka idr beldgna i inlandsomrdden och dir
halsostatusen med avseende pa ILA[ISA 4r beroende av hilsostatusen i omgivande naturliga vatten med atlantlax
(Salmo salar).

Den sjukdomsfria statusen med avseende pd ILA/ISA fir endast behdllas sé linge som alla prover testas med
negativt resultat med avseende pad HPR-deleted ISA-virus med de diagnostiska metoderna i punkt I1.2, och varje
misstanke om forekomst av ILAISA har uteslutits i enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt IL.3.

L4 Sarskilda krav for att uppnd hilsostatus av kategori IIl med avseende pd HPR-deleted ISA-virus i medlemsstater,
zoner eller delomrdden som tidigare hade hilsostatus av kategori V

En medlemsstat, en zon eller ett delomride som har hilsostatus av kategori V med avseende pd ILA/ISA kan
uppnd hilsostatus av kategori III, forutsatt att foljande galler:

a) Kraven i punkt 1.2.2.1 a, b och ¢ ir uppfyllda. Om driftuppehdll inte dr tekniskt mojligt ska anliggningarna
bli foremal for en alternativ dtgird som ger ndstan samma garantier for att ISA-virus utrotas fran
anldggningens omgivning.

b) I alla anldggningar som officiellt forklarats smittade och i alla andra anldggningar som gjort driftuppehall eller
varit foremal for alternativa dtgirder i enlighet med led a i de faststillda skydds- och overvakningszonerna
har utsittning skett med fisk som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av
kategori [, II eller IIl med avseende pa ILA[ISA.

¢) Utsittningen skedde inte forrdn alla anliggningar som officiellt forklarats smittade hade tomts, rengjorts och
desinficerats samt gjort driftuppehéll eller varit foremal for alternativa dtgirder i enlighet med led a.

d) Forekomst av HPR-deleted ISA-virus har inte bekriftats under den tvadrsperiod som foljer pd slutférandet av
de dtgdrder som avses i leden a, b och ¢, och under denna period har misstankar om forekomst uteslutits i
enlighet med forfarandena i punkt IL.3.

(") Ska inte tillimpas pa anliggningar som endast odlar regnbage (Oncorhynchus mykiss) eller oring (Salmo trutta), eller bida, och dar
vattentillforseln uteslutande kommer fran sotvattentikter utan atlantlax (Salmo salar).
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IL Diagnostiska metoder och officiella undersokningar
II.1 Prover
De vidvnader som ska undersokas ar foljande:
a) Histologi: njurens framre del, lever, hjirta, bukspottskortel, tarm, mjilte och gile.
b) Immunhistokemi: njurens mellersta del och hjirta, inklusive valv och bulbus arteriosus.
¢) RT-qPCR: njurens mellersta del och hjirta.
d) Viruskultur: njurens mellersta del, hjdrta, lever och myjilte.

Organdelar frdn hogst fem fiskar far slds samman.

.2 Diagnostiska metoder for att erhdlla eller fa behdlla sjukdomsfri status med avseende pd ILA[ISA

Den diagnostiska metoden for att erhdlla eller fd behdlla sjukdomsfri status med avseende pd ILA/ISA i enlighet
med punkterna 1.2 och L3 ska vara RT-qPCR, f6ljt av sekvensering av positiva prover i enlighet med de
detaljerade metoderna och forfarandena i del 3 i bilaga IL

Om RT-qPCR ger ett positivt resultat ska ytterligare prover testas innan de inledande bekdmpningsdtgarder som
foreskrivs i artikel 28 i direktiv 2006/88/EG vidtas.

Dessa prover ska testas enligt foljande, i enlighet med de detaljerade metoderna och forfarandena i del 3 i

bilaga II:
a) Screening av prover med RT-qPCR, inbegripet sekvensering av HE-genen f6r att bekrifta HPR-deletion,
och

b) undersokning av vivnadsberedningar med sirskilda antikroppar mot ISA-virus (dvs. IHK p4 fixerade preparat
eller IFAT pd imprint av vavnad), eller

¢) isolering och identifiering av ISA-virus i cellkultur frén minst ett prov frin nigon fisk som provtagits pa
anldggningen.

.3 Officiell undersokning och diagnostiska metoder for att utesluta eller bekrifta forekomst av ILA/ISA

Nir det i enlighet med artikel 28 i direktiv 2006/88/EG krivs att en misstanke om forekomst av ILA[ISA ska
bekriftas eller uteslutas ska foljande forfarande for inspektion, provtagning och testning f6ljas:

a) Den officiella undersdkningen ska omfatta minst en hélsoinspektion och en provtagning av 10 doende fiskar
ndr det jakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt som Gverensstimmer med symtomen pé
ILA/ISA. Om inga kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt som Gverensstimmer med symtomen
pa ILA[ISA iakttas ska hilsoinspektionen f6ljas av riktad provtagning av minst 30 doende fiskar eller nydoda
fiskar med normal konstitution i enlighet med punkt 1.1. Prover ska testas i enlighet med de diagnostiska
metoderna i led b.

b) Om RT-qPCR ger ett positivt resultat for HPR-deleted ISA-virus ska ytterligare prover testas innan de
inledande bekdmpningsétgirder som foreskrivs i artikel 28 i direktiv 2006/88/EG vidtas. Ett misstinkt fall av
infektion orsakad av ILA[ISA ska bekriftas i enlighet med ett av foljande kriterier och med de detaljerade
metoderna och forfarandena i del 3 i bilaga IL

i) Péavisande av ISA-virus med RT-qPCR, inbegripet sekvensering av HE-genen for att bekrafta HPR-deletion,
och pévisande av ISA-virus i vdvnadsberedningar med sirskilda antikroppar mot ISA-virus (dvs. IHK pd
fixerade preparat eller I[FAT pd imprint av vdvnad).
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ii) Pdvisande av ISA-virus genom RT-qPCR, inbegripet sekvensering av HE-genen for att bekrifta HPR-

deletion, och

isolering och identifiering av ISA-virus i cellkultur frin minst ett prov frin ndgon fisk pd anldggningen.

¢) Nir forekomsten av kliniska, betydande patologiska fordndringar eller histopatologiska fynd som
overensstimmer med symtomen pd ILA[ISA iakttas, ska resultaten bekriftas med tvd diagnostiska metoder
for pavisande av virus med oberoende detektionsprinciper, t.ex. RT-gPCR och IHK, i enlighet med del 3 i

bilaga II.

Misstanke om forekomst av ILA/ISA kan uteslutas om tester och inspektioner under en tolvmanadersperiod
fran och med dagen for misstanken inte visar pd ndgra ytterligare tecken pd forekomst av ILAJISA.

Tabell 3.A

Overvakning av zoner och delomriden for den tvddriga kontrollperiod som foregir uppndendet av sjukdomsfri
status med avseende pa ILA[ISA enligt punkt 1.2.1

Antal hélsoinspektioner per r

Antal laboratorieanalyser per

Antal fiskar som ska provtas

Overvakningsar (tva &r) ar (tva 4r) per ar
Ar1 6 2() 27750
Ar2 6 2() 22750)

(") Proverna ska varje ar samlas in, forvaras och undersokas under tvd testperioder pd en manad (pa varen och hosten) eller nér sa dr

lampligt efter praktiska overvdganden.

() Hogsta antal fiskar per sammanslaget prov: 5.

Tabell 3.B

Overvakning av zoner eller delomriden for att fi behdlla sjukdomsfri status med avseende pd ILA[ISA enligt
punkt L3 (9

Antal laboratorieanalyser per

Antal fiskar som ska provtas

Risknivd Antal hilsoinspektioner per r .
ar per &r
Hog 2 2() 2* 30
Medelhog 1 10 30
Lag 1 vartannat dr 1 vartannat ar 30 vartannat ar

Proverna ska varje dr samlas in och undersokas under tva testperioder pd en manad (pd vdren och hosten) eller nir s ar lampligt ef-

ter praktiska Gvervaganden.

Ska inte tillimpas pa anldggningar som endast odlar regnbége (Oncorhynchus mykiss) eller 6ring (Salmo trutta), eller bada, och dar vat-
tentillforseln uteslutande kommer frén sotvattentikter utan atlantlax (Salmo salar).

DEL 4

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER FOR INFEKTION ORSAKAD AV MARTEILIA REFRINGENS

Krav for 6vervaknings- och utrotningsprogram for att erhilla och fi behilla sjukdomsfri hilsostatus med avseende pd
infektion orsakad av Marteilia refringens

Allminna krav

Hilsoinspektioner och, i férekommande fall, provtagning for laboratorieanalys ska genomféras under den period
av dret dd man vet att prevalensen av parasiten 4r som hogst i medlemsstaten, zonen eller delomradet. Nir det inte
finns ndgra sddana data ska provtagningen ske precis efter den tidpunkt da vattentemperaturen 6verskrider 17 °C.
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Nar bl6tdjur ska provtas i enlighet med kraven i del 4 ska foljande kriterier gilla:

a) Om Ostrea spp. och Mytilus spp. forekommer i produktionsenheterna eller produktionsomradet ska lika stor
provstorlek tas frin bada sliktena. Om endast ett av dessa slikten forekommer ska det sliktet provtas. Om
varken sliktena Ostrea eller Mytilus forekommer ska provet vara representativt for alla andra mottagliga arter
som forekommer.

b) Om det forekommer svaga blotdjur, blotdjur med 6ppna skal eller nydoda blotdjur (ej sonderfallande/ruttna) i
produktionsenheterna ska i forsta hand dessa viljas. Om sddana blotdjur inte forekommer ska de utvalda
blotdjuren omfatta de dldsta friska blotdjuren.

¢) Vid provtagning pd anldggningar for blotdjur ddr mer dn en vattentdkt anvinds for blotdjursproduktion, ska
blotdjur frin samtliga vattentdkter ingd i provtagningen pd sddant sitt att samtliga delar av anldggningen ar
proportionellt representerade i provet.

d) Vid provtagning i omraden for blotdjursodling ska blotdjur fran ett tillrickligt antal provtagningsplatser ingd i
provet pé sadant sitt att samtliga delar av omradet for blotdjursodling dr proportionellt representerade i provet.
Huvudfaktorerna som ska beaktas vid urvalet av dessa provtagningsplatser dr tidigare provtagningsplatser dar
Marteilia refringens pavisats, bestandstithet, vattenfloden, forekomst av mottagliga arter, forekomst av
smittbdrande arter, vattendjup och hantering. Naturliga fyndplatser ska provtas.

1.2 Sirskilda krav for att uppnd hélsostatus av kategori I med avseende pd Marteilia refringens
1.2.1 Overvakningsprogram

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori IIl med avseende pé infektion orsakad
av Marteilia refringens kan uppnd hélsostatus av kategori I med avseende pd denna fortecknade sjukdom nir alla
anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del 1I i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller delomradet har omfattats av dtminstone foljande
overvakningsprogram som omfattar hilsoinspektioner och insamling av prover for testning:

Tvadrigt 6vervakningsprogram

a) Anldggningarna eller omrddena for blotdjursodling har genomgdtt halsoinspektioner och provtagits under
minst tvd pa varandra f6ljande r enligt tabell 4.A i avsnitt II.

b) Under denna tvadrsperiod har alla prover testats med negativt resultat med avseende pd Marteilia refringens med
de diagnostiska metoderna i punkt .2, och varje misstanke om férekomst av Marteilia refringens har uteslutits i
enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt IL.3.

¢) Nir Ostrea edulis, Mytilus edulis eller Mytilus galloprovincialis som kommer frdn en medlemsstat, en zon eller ett
delomrdde med hilsostatus av kategori I ska ingd i provet, ska de ha forts in pa anldggningen eller omrédet for
blotdjursodling senast under den var som foregér den period dé 6vervakningsprogrammet genomfors.

1.2.2 Utrotningsprogram

I de flesta fall anses det vara omojligt att utrota Marteilia refringens, men niar medlemsstaten bedomer att det ar
mojligt ska foljande modell for ett utrotningsprogram tillimpas.

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hélsostatus av kategori V med avseende pé infektion orsakad
av Marteilia refringens kan uppnd hilsostatus av kategori I med avseende pd denna fortecknade sjukdom nir alla
anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som héller sidana mottagliga arter som fortecknas i del II i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller delomrddet har omfattats av atminstone foljande
utrotningsprogram:

a) De atgirder som faststills i kapitel V avsnitt 3 i direktiv 2006/88/EG har vidtagits pd ett effektivt sdtt och i
synnerhet har ett kontrollomrdde som avses i artikel 32 b i det direktivet, inklusive en skyddszon och
overvakningszon, faststillts i ndrheten av den eller de anldggningar eller det eller de omrdden for
blotdjursodling som officiellt forklarats smittade med Marteilia refringens.
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Kontrollomradet ska faststillas utifrdn varje enskilt fall med beaktande av de faktorer som paverkar risken for
att Marteilia refringens sprids, sdsom antal, dlder, andel och fordelning av blotdjursdodlighet pd den anliggning
eller det omrade for blotdjursodling som &r smittad/smittat med Marteilia refringens (inklusive vilda blotdjur),
avstdnd till ndrliggande anldggningar eller omraden for blotdjursodling (inklusive vilda blotdjur) och deras
tathet, ndrhet till bearbetningsanliggningar, kontaktanldggningar eller omrdden for blotdjursodling, de arter,
sarskilt mottagliga arter och smittbdrande arter, som forekommer pd anliggningarna eller i omrddena for
blotdjursodling, odlingsmetoder pd de drabbade anliggningarna, pd nérliggande anldggningar och i omraden for
blotdjursodling samt hydrodynamiska forhéllanden och andra faktorer av epidemiologisk betydelse som
identifierats.

Vid faststdllandet av skydds- och 6vervakningszoner ska foljande minimikrav gilla:

i) En skyddszon ska faststillas i den omedelbara nirheten av en anliggning eller ett omréde for blotdjursodling
som officiellt forklarats smittad/smittat med Marteilia refringens och den ska motsvara ett omrdde som
faststalls enligt lampliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

ii) En overvakningszon ska faststillas utanfor skyddszonen och den ska motsvara ett omrdde som omger den
skyddszon som faststills enligt limpliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

b) Alla anldggningar och omréiden for blotdjursodling som héller sidana mottagliga arter som fortecknas i del 11 i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i den skyddszon som inte officiellt férklarats smittad med Marteilia refringens
ska bli foremal for en officiell undersdkning som omfattar dtminstone insamling av prover for testning av
150 blotdjur efter borjan av overforingsperioden for Marteilia refringens. Nir overforingsperioden inte dr kdnd
ska provtagningen paborjas efter den tidpunkt da vattentemperaturen 6verskrider 17 °C.

¢) Alla anlidggningar och omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade med Marteilia refringens ska
tommas och gora driftuppehdll samt om mojligt rengéras och desinficeras.

Driftuppehéllet ska vara minst

i) tvd manader for anliggningar och omriden for blotdjursodling med begrinsad kontakt med omgivande
vatten, sdsom klackerier och yngelanliggningar,

ii) tvd manader for anldggningar och omraden for blotdjursodling med obegrinsad kontakt med omgivande
vatten, forutsatt att smittade blotdjur av mottagliga arter och blotdjur av mottagliga arter med
epidemiologiska kopplingar till den smittade anldggningen eller det smittade omradet for blotdjursodling
har tagits upp eller avlagsnats fore den period av dret dd man vet att prevalensen av Marteilia refringens ar
som hogst eller, ndr perioden inte 4r kind, fore den period dé vattentemperaturen overskrider 17 °C,

iii) fjorton manader for anliggningar och omrdden for blétdjursodling med obegrinsad kontakt med
omgivande vatten, forutsatt att smittade blotdjur av mottagliga arter och blétdjur av mottagliga arter med
epidemiologiska kopplingar till den smittade anliggningen eller det smittade omradet for blotdjursodling
inte har tagits upp eller avldgsnats fore den period av dret dd man vet att prevalensen av Marteilia refringens
ar som hogst eller, nir perioden inte ar kdnd, nir blotdjur av mottagliga arter inte har tagits upp eller
avldgsnats fore den period da vattentemperaturen overskrider 17 °C.

Nir alla anldggningar och omrédden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade har tomts ska de vara
ur drift samtidigt i minst fyra veckor.

Den behoriga myndigheten fir i forekommande fall krdva att andra anliggningar eller omrdden for
blotdjursodling i de faststillda skydds- och overvakningszonerna ska tommas, rengoras och desinficeras samt
gora driftuppehdll. Den behoriga myndigheten ska efter en riskbedomning i varje enskilt fall avgéra hur linge
driftuppehallet ska vara.

d) T alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade och i alla andra
anldggningar eller omrdden for blotdjursodling i de faststillda skydds- och 6vervakningszonerna som gjort
driftuppehdll ska utsittning ske med blotdjur som kommer frén medlemsstater, zoner eller delomridden med en
hilsostatus av kategori I med avseende pd infektion orsakad av Marteilia refringens.
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Utsittningen ska inte ske forrdn alla anliggningar som officiellt forklarats smittade har tomts, rengjorts och
desinficerats samt gjort driftuppehall i enlighet med punkt 1.2.2 c.

e) Alla anldggningar och omrdden for blotdjursodling som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i den medlemsstat, den zon eller det delomrdde som omfattas av utrotnings-
programmet ska ddrefter omfattas av den 6vervakning som faststills i punkt 1.2.1.

1.3 Sarskilda krav for att fa behdlla sjukdomsfri hilsostatus (kategori I) med avseende pd infektion orsakad av Marteilia
refringens

Om det enligt artikel 52 i direktiv 2006/88EG krivs riktad overvakning for att fa behalla hilsostatus av kategori I
ska alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i
bilaga IV till det direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomradet i friga genomgé halsoinspektioner och provtas
i enlighet med tabell 4.B i avsnitt II, med beaktande av anliggningens eller omradet for blotdjursodlings riskniva
for att smittas med Marteilia refringens.

Den sjukdomsfria statusen far endast behéllas sd linge som alla prover testas med negativt resultat med avseende
pa Marteilia refringens med de diagnostiska metoderna i punkt 1.2, och varje misstanke om férekomst av Marteilia
refringens har uteslutits i enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt IL.3.

[4 Krav for upphivande av de dtgirder for att motverka sjukdomsspridning som faststills i artikel 39 i direktiv
2006/88/EG (6verging fran hilsostatus av kategori V till kategori III) med avseende pd infektion orsakad av
Marteilia refringens

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pa infektion orsakad
av Marteilia refringens kan uppnd hilsostatus av kategori IIl med avseende pd denna fortecknade sjukdom, forutsatt
att foljande giller:

a) Kraven i punkt 1.2.2.1 a, b och ¢ dr uppfyllda. Om driftuppehdll inte ar tekniskt mojligt ska anldggningarna bli
foremdl for en alternativ tgdrd som ger nistan samma garantier for att Marteilia refringens utrotas frin
anldggningens omgivning.

b) I alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade och i alla andra
anldggningar eller omraden for blotdjursodling i de faststillda skydds- och Gvervakningszonerna som gjort
driftuppehdll eller varit foremal for alternativa dtgdrder i enlighet med led a har utsittning skett med blotdjur
som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av kategori I, IT eller Il med
avseende pa infektion orsakad av Marteilia refringens.

¢) Utsittningen skedde inte forrdn alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats
smittade hade tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehall eller varit foremdl for alternativa
atgirder i enlighet med led a.

d) Infektion orsakad av Marteilia refringens har inte bekriftats under den tvddrsperiod som f6ljer pé slutférandet av
de atgdrder som avses i leden a, b och ¢, och under denna period har misstankar om forekomst uteslutits i
enlighet med forfarandena i punkt IL.3.
II.  Diagnostiska metoder och officiella undersokningar

1.1 Prover

Hela djur ska ldmnas till laboratoriet for de diagnostiska tester som anges i punkterna I.2 och IL.3.

.2 Diagnostiska metoder for att erhalla eller fd behdlla sjukdomsfri status med avseende pd infektion orsakad av
Marteilia refringens

De diagnostiska metoder som ska anvindas for att erhdlla eller fd behalla sjukdomsfri status med avseende pa
infektion orsakad av Marteilia refringens i enlighet med de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i
del 4 i bilaga II ska vara histopatologi, imprint av vdvnad eller PCR.
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I.3 Officiell undersokning och diagnostiska metoder for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av
infektion orsakad av Marteilia refringens

Nar det i enlighet med artikel 28 i direktiv 2006/88EG krivs att en misstanke om férekomst av infektion orsakad
av Marteilia refringens ska bekriftas eller uteslutas ska foljande forfarande for inspektion, provtagning och testning
foljas:

a) Den officiella undersokningen ska omfatta minst en provtagning av 30 blotdjur av mottagliga arter om
misstanken bygger péd en rapport om dodlighet eller, om s inte 4r fallet, av 150 blotdjur av mottagliga arter
efter borjan av overforingsperioden for Marteilia refringens. Nir oOverforingsperioden inte dr kidnd ska
provtagningen paborjas efter den tidpunkt dd vattentemperaturen overskrider 17 °C.

b) Proverna ska testas med de diagnostiska metoderna i led i i enlighet med de detaljerade diagnostiska metoderna
och forfarandena i del 4 avsnitt I i bilaga II.

i) Forekomsten av Marteilia refringens ska anses bekriftad nidr ett positivt resultat fran histopatologi, imprint av
vivnad eller in situ-hybridisering kombineras med ett positivt resultat frin PCR, inklusive sekvensering.

ii) Misstanke om forekomst av infektion orsakad av Marteilia refringens kan uteslutas om testerna i led i inte
visar pa ndgra ytterligare tecken pa forekomst av Marteilia refringens.

Tabell 4.A

Overvakning av medlemsstater, zoner eller delomriden for den kontrollperiod som foregir uppndendet av
sjukdomsfri status med avseende pd Marteilia refringens enligt punke 1.2.1

Antal hilsoinspektioner per
ar

Antal laboratorieanalyser per
ar

Antal blotdjur i provet

Anldggningar/omrdden for blot-
djursodling

1

1

150

Tabell 4.B

Overvakning av medlemsstater, zoner eller delomriden for att fi behélla sjukdomsfri status med avseende pa
Marteilia refringens enligt punkt 1.3

Riskniva Antal hilsoinspektioner Antal laboratorieanalyser Antal blotdjur i provet
Hog 1 per ar 1 vartannat ar 150
Medelhog 1 vartannat dr 1 vartannat dr 150
Lag 1 vartannat ar 1 vart fjarde ar 150

DEL 5

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER FOR INFEKTION ORSAKAD AV BONAMIA OSTREAE

Krav for 6vervaknings- och utrotningsprogram for att erhdlla och fi behilla sjukdomsfri hilsostatus med avseende pd
infektion orsakad av Bonamia ostreae

Allminna krav
Hilsoinspektioner och, i forekommande fall, provtagning av produktionsenheter ska genomforas under den period

av dret dd man vet att prevalensen av Bonamia ostreae dr som hogst i medlemsstaten, zonen eller delomradet. Nar
det inte finns ndgra sddana data ska provtagning ske pd vintern eller i borjan av véren.
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Nar bl6tdjur ska provtas i enlighet med kraven i del 5 ska foljande kriterier gilla:

a) Om det forekommer Ostrea edulis ska endast ostron av den arten viljas for provtagning. Om Ostrea edulis inte
forekommer ska provet vara representativt for alla andra mottagliga arter som forekommer.

b) Om det forekommer svaga blotdjur, blotdjur med oppna skal eller nydoda blotdjur (¢j sonderfallande/ruttna)
ska i forsta hand dessa viljas. Om sddana blotdjur inte forekommer ska de utvalda blotdjuren omfatta de dldsta
friska blotdjuren.

¢) Vid provtagning pa anliggningar dir mer dn en vattentdkt anvinds for blotdjursproduktion, ska blotdjur frin
samtliga vattentdkter ingd i provtagningen péd sddant sitt att samtliga delar av anldggningen dr proportionellt
representerade i provet.

d) Vid provtagning i omrdden for blotdjursodling ska blotdjur frdn ett tillrickligt antal provtagningsplatser ingd i
provet. Huvudfaktorerna som ska beaktas vid wurvalet av dessa provtagningsplatser dr tidigare
provtagningsplatser dir Bonamia ostreae pavisats, bestdndstithet, vattenfloden, forekomst av mottagliga arter,
forekomst av smittbirande arter, vattendjup och hantering. Naturliga fyndplatser i eller intill odlingsomrdden
ska provtas.

1.2 Sarskilda krav for att uppnd halsostatus av kategori I med avseende pd Bonamia ostreae
1.2.1 Overvakningsprogram

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har halsostatus av kategori Il med avseende pd Bonamia ostreae
kan uppnd hilsostatus av kategori [ med avseende pd denna fortecknade sjukdom ndr alla anldggningar som haller
sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller
delomrddet har omfattats av atminstone foljande Gvervakningsprogram som omfattar hilsoinspektioner och
insamling av prover for testning:

Tvadrigt overvakningsprogram

a) Anldggningarna eller omrddena for blotdjursodling som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG har genomgatt hilsoinspektioner och provtagits under minst tvd pd varandra
foljande ar enligt tabell 5.A i denna del.

b) Under denna tvdarsperiod har alla prover testats med negativt resultat med avseende pd Bonamia ostreae med de
diagnostiska metoderna i punkt IL.2, och varje misstanke om forekomst av Bonamia ostreae har uteslutits i
enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt IL.3.

¢) Nir Ostrea edulis som kommer fran en medlemsstat, en zon eller ett delomradde med hilsostatus av kategori I
ska ingd i provet, ska de ha forts in pd anldggningen eller omradet for blotdjursodling senast under den host
som foregdr den period dd 6vervakningsprogrammet genomfors.

[.2.2 Utrotningsprogram

I de flesta fall anses det vara omgjligt att utrota Bonamia ostreae, men nir medlemsstaten bedomer att det ar
mojligt ska f6ljande modell for ett utrotningsprogram tillimpas.

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pd Bonamia ostreae
kan uppnd hilsostatus av kategori I med avseende pd denna fortecknade sjukdom nir alla anliggningar eller
omraden for blotdjursodling som hiller sidana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88EG i medlemsstaten, zonen eller delomradet har omfattats dtminstone foljande utrotningsprogram:

a) De minimibekdmpningsdtgirder som faststills i kapitel V avsnitt 3 i direktiv 2006/88/EG har vidtagits pd ett
effektivt sitt och i synnerhet har ett kontrollomride som avses i artikel 32 b i det direktivet, inklusive en
skyddszon och évervakningszon, faststillts i narheten av den eller de anliggningar eller det eller de omraden
for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade med Bonamia ostreae.
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Kontrollomrddet ska faststillas utifrdn varje enskilt fall med beaktande av de faktorer som paverkar risken for
att den fortecknade sjukdomen sprids, sdsom antal, andel, dlder och fordelning av blotdjursdodlighet pd den
anldggning eller det omrdde for blotdjursodling som &dr smittad/smittat med Bonamia ostreae (inklusive vilda
blotdjur), avstand till nirliggande anldggningar eller omraden for blotdjursodling (inklusive vilda blotdjur) och
deras tithet, nirhet till bearbetningsanldggningar, kontaktanliggningar eller omrdden for blotdjursodling, de
arter som forekommer pd anldggningar eller i omrdden for blotdjursodling, sdrskilt mottagliga arter och
smittbdrande arter, odlingsmetoder pd de drabbade anliggningarna, pd nirliggande anldggningar eller i
omrdden for blotdjursodling, samt hydrodynamiska forhallanden och andra faktorer av epidemiologisk
betydelse som identifierats.

Vid faststillandet av skydds- och 6vervakningszoner ska foljande minimikrav galla:

i) En skyddszon ska faststillas i den omedelbara nirheten av en anldggning eller ett omrade for blotdjursodling
som officiellt forklarats smittad/smittat med Bonamia ostreae och den ska motsvara ett omrade som faststills
enligt limpliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

ii) En overvakningszon ska faststillas utanfor skyddszonen och den ska motsvara ett omrdde som omger den
skyddszon som faststills enligt limpliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

b) Alla anldggningar och omrdden for blotdjursodling som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del 1T i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i den skyddszon som inte officiellt forklarats smittad med Bonamia ostreae ska
bli foremal for en officiell undersokning som omfattar atminstone insamling av prover for testning av
150 blotdjur av mottagliga arter efter borjan av overforingsperioden for Bonamia ostreae. Nir overforings-
perioden inte dr kidnd ska provtagningen pdborjas pa vintern eller i borjan av varen.

¢) Alla anldggningar och omraden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade med Bonamia ostreae ska
tommas och gora driftuppehall samt om mojligt rengoras och desinficeras. Driftuppehéllet ska vara minst sex
ménader.

Nar alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade har tomts ska de vara
ur drift samtidigt i minst fyra veckor.

Den behoriga myndigheten fir i forekommande fall kriva att andra anliggningar eller omrdden for
blotdjursodling i de faststillda skydds- och overvakningszonerna ska tommas, rengoras och desinficeras samt
gora driftuppehdll. Den behoriga myndigheten ska efter en riskbedomning i varje enskilt fall avgora hur linge
driftuppehallet ska vara.

d) I alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade och i alla andra
anldggningar eller omrdden for blotdjursodling i de faststillda skydds- och 6vervakningszonerna som gjort
driftuppehdll ska utsittning ske med blotdjur som kommer frén medlemsstater, zoner eller delomridden med en
halsostatus av kategori I med avseende pa infektion orsakad av Bonamia ostreae. Utsdttningen ska inte ske forrdn
alla anliggningar som officiellt forklarats smittade har toémts, rengjorts och desinficerats samt gjort
driftuppehadll i enlighet med punkt 1.2.2 c.

e) Alla anldggningar och omréaden for blotdjursodling som héller sidana mottagliga arter som fortecknas i del 11 i
bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i den medlemsstat, den zon eller det delomrade som omfattas av utrotnings-
programmet ska ddrefter omfattas av det vervakningsprogram som faststills i punkt L.2.

Sarskilda krav for att fd behalla sjukdomsfri hilsostatus (kategori 1) med avseende pa infektion orsakad av Bonamia
ostreae

Om det enligt artikel 52 i direktiv 2006/88EG krivs riktad overvakning for att fa behalla hilsostatus av kategori I
ska alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i
bilaga IV till det direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomrédet i friga genomga hilsoinspektioner och provtas
i enlighet med tabell 5.B i avsnitt Il i denna del, med beaktande av anlidggningens eller omradet for blétdjursodlings
riskniva for att smittas med Bonamia ostreae.

Den sjukdomsfria statusen med avseende pé infektion med Bonamia ostreae fir endast behéllas sd linge som alla
prover testas med negativt resultat med avseende pd Bonamia ostreae med de diagnostiska metoderna i punkt I1.2,
och varje misstanke om forekomst av Bonamia ostreae har uteslutits i enlighet med de diagnostiska metoderna i
punkt IL.3.
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1.4

II.1

I1.2

II.3

Krav for upphivande av de dtgarder for att motverka sjukdomsspridning som faststills i artikel 39 i direktiv
2006/88/EG (6verging fran hilsostatus av kategori V till kategori III) med avseende pd infektion orsakad av
Bonamia ostreae

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hélsostatus av kategori V med avseende pé infektion orsakad
av Bonamia ostreae kan uppnd halsostatus av kategori Il med avseende pd denna sjukdom, forutsatt att foljande
giller:

a) Kraven i punkt 1.2.2.1 a, b och ¢ 4r uppfyllda. Om driftuppehall inte r tekniskt mojligt ska anldggningarna bli
foremal for en alternativ dtgdrd som ger ndstan samma garantier for att Bonamia ostrese utrotas fran
anldggningens omgivning.

b) I alla anliggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats smittade och i alla andra
anldggningar eller omrdden for blotdjursodling i de faststillda skydds- och 6vervakningszonerna som gjort
driftuppehdll eller varit foremal for alternativa dtgirder i enlighet med led a har utsittning skett med blotdjur
som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av kategori I, I eller IIl med
avseende pa infektion orsakad av Bonamia ostreae.

¢) Utsittningen skedde inte forrdn alla anldggningar eller omrdden for blotdjursodling som officiellt forklarats
smittade hade tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehall eller varit foremdl for alternativa
atgirder i enlighet med led a.

d) Infektion orsakad av Bonamia ostreae har inte bekriftats under den tvaarsperiod som f6ljer pé slutférandet av de
atgarder som avses i leden a, b och ¢, och under denna period har misstankar om forekomst uteslutits i enlighet
med forfarandena i punkt I1.3.

Diagnostiska metoder och kriterier
Prover

Hela djur ska ldmnas till laboratoriet for de diagnostiska tester som anges i punkterna II.2 och IL.3.

Diagnostiska metoder for att erhélla eller fd behalla sjukdomsfri status med avseende pa infektion orsakad av
Bonamia ostreae

De diagnostiska metoder som ska anvindas for att erhélla eller f& behalla sjukdomsfri status med avseende pd
infektion orsakad av Bonamia ostreae ska vara histopatologi, imprint av vdvnad eller PCR. Nar dessa diagnostiska
metoder anvinds ska de motsvarande detaljerade metoderna och forfarandena i del 5 i bilaga II foljas.

Diagnostiska kriterier for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av infektion orsakad av Bonamia
ostreae

Nir det i enlighet med artikel 28 i direktiv 2006/88/EG krivs att en misstanke om férekomst av infektion orsakad
av Bonamia ostreae ska bekriftas eller uteslutas ska foljande forfarande for inspektion, provtagning och testning
foljas:

Den officiella unders6kningen ska omfatta minst en provtagning av 30 blotdjur av mottagliga arter om misstanken
bygger pé en rapport om dodlighet eller, om sd inte 4r fallet, av 150 blotdjur av mottagliga arter efter borjan av
overforingsperioden for Bonamia ostreae. Nir overforingsperioden inte dr kdnd ska provtagningen paborjas pd
vintern eller i borjan av vdren. Proverna ska testas med de diagnostiska metoderna i led i i enlighet med de
detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i del 5 avsnitt I i bilaga II.

i) Forekomsten av Bonamia ostreae ska anses bekriftad nir ett positivt resultat frén histopatologi, imprint av
vivnad eller in situ-hybridisering kombineras med ett positivt resultat frdn PCR, inklusive sekvensering, i
enlighet med de godkidnda metoderna och forfarandena i del 5 i bilaga II.

ii) Misstanke om forekomst av infektion orsakad av Bonamia ostreae ska uteslutas om dessa tester inte visar pd
nagra ytterligare tecken pd forekomst av Bonamia ostreae.
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Tabell 5.A

Overvakning av medlemsstater, zoner eller delomrdden for den kontrollperiod som foregir uppndendet av
sjukdomsfri status med avseende pa Bonamia ostreae enligt punke 1.2.1

Antal hélsoinspektioner per
ar

Antal laboratorieanalyser per
ar

Antal blotdjur i provet

Anldggningar/omraden for blot-
djursodling

1

1

150

Tabell 5.B

Overvakning av medlemsstater, zoner eller delomrdden for att fi behdlla sjukdomsfri status med avseende pd
Bonamia ostreae enligt punkt 1.3

Riskniva Antal hilsoinspektioner Antal laboratorieanalyser Antal blotdjur i provet
Hog 1 per ar 1 vartannat ar 150
Medelhog 1 vartannat dr 1 vartannat ar 150
Lig 1 vartannat dr 1 vart fjarde ar 150

DEL 6

OVERVAKNINGS- OCH BEKAMPNINGSMETODER FOR VITPRICKIG KRAFTDJURSSJUKA (WSD)

L Krav for overvaknings- och utrotningsprogram for att erhdlla och fi behdlla sjukdomsfri hilsostatus med avseende
pd WSD samt for att motverka infektion orsakad av WSSV

L1 Allminna krav f6r inspektioner och provtagning

Provtagning av kriftdjur for laboratorieanalys ska utforas dd vattentemperaturen sannolikt 4r som hogst under
dret. Kravet betriffande vattentemperatur ska ocksd gilla for halsoinspektioner nir dessa dr mojliga och
lampliga.

Nir odlade kraftdjur ska provtas i enlighet med kraven i denna del ska foljande kriterier gilla:

a) Om det forekommer svaga eller doende kriftdjur i produktionsenheterna ska i forsta hand dessa viljas. Om
sddana kriftdjur inte forekommer ska de utvalda kriftdjuren vara av olika storlekar, dvs. juveniler och vuxna,
av de utvalda mottagliga arterna, proportionellt representerade i provet.

b) Om mer dn en vattentdkt anvinds for kriftdjursproduktion ska kriftdjur frin samtliga vattentikter ingd i
provet.

Nir riktad 6vervakning av vilda populationer krivs enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till direktiv
2006/88[EG ska provtagningsplatsernas antal och geografiska spridning faststillas sd att en rimlig tickning av
medlemsstaten, zonen eller delomrddet uppnds. Provtagningsplatserna ska ocksa vara representativa for de olika
ekosystem dir vilda populationer av mottagliga arter finns, t.ex. marina system, flodmynningar, flod- och
sjosystem.
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[2.1

Nir riktad 6vervakning av vilda populationer krivs enligt del I punkt 2 andra stycket i bilaga V till direktiv
2006/88EG ska kriftdjur for provtagning viljas pd foljande sitt:

i) Iomrdden med marina system och flodmynningar ska en eller flera av f6ljande arter viljas: Carcinus maenas,
Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus puber, Crangon crangon, Homarus gammarus,
Palaemon adspersus eller rakarter av familjen Panaeidae dvs. Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus och Penaeus
semisulcatus. Om dessa arter inte forekommer ska provet vara representativt for alla andra mottagliga arter av
ordningen Decapoda (tiofotade kriftdjur) som forekommer. Med tanke pé det stora antalet olika mottagliga
virdarter fir virdarten viljas frdn sldkter eller familjer av Decapoda dir mottaglighet har visats genom
experiment eller naturligt.

ii) I flod- och sjosystem ska en eller flera av foljande arter viljas: Pacifastacus leniusculus, Astacus leptodactylus,
Austropotamobius pallipes eller Orconectes limosus. Om dessa arter inte forekommer ska provet vara
representativt for alla andra mottagliga arter av ordningen Decapoda (tiofotade kriftdjur) som forekommer.
Med tanke pd det stora antalet olika mottagliga virdarter far virdarten viljas frin slikter eller familjer av
Decapoda dir mottaglighet har visats genom experiment eller naturligt.

i) Om det forekommer svaga eller déende kriftdjur ska i forsta hand dessa viljas. Om sddana kriftdjur inte
forekommer ska de utvalda kriftdjuren vara av olika storlekar, dvs. juveniler och vuxna, av de utvalda
mottagliga arterna, proportionellt representerade i provet.

Sarskilda krav for att erhalla hilsostatus av kategori I med avseende pd WSD
Overvakningsprogram

a) En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori III i enlighet med del B i
bilaga III till direktiv 2006/88/EG med avseende pd WSD kan uppnd halsostatus av kategori I med avseende
pd denna fortecknade sjukdom nir alla anliggningar som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i
del 11 i bilaga IV till det direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomrddet uppfyller de relevanta kraven i
bilaga V till det direktivet samt nir alla anldggningarna och, nir sd krévs enligt del I punkt 2 andra stycket i
bilaga V till direktiv 2006/88/EG, de provtagningsplatser i vilda populationer som valts i enlighet med den
punkten har omfattats av foljande tvddriga Overvakningsprogram som omfattar halsoinspektioner och
insamling av prover for testning:

Anldggningarna eller provtagningsplatserna har genomgétt hilsoinspektioner och provtagits under minst tvéa
pa varandra f6ljande ér enligt tabell 6.A i avsnitt II.

Under denna tvadrsperiod har alla prover testats med negativt resultat med avseende pd infektion orsakad av
WSD med de diagnostiska metoderna i punkt I.2, och varje misstanke om forekomst av WSD har uteslutits i
enlighet med de diagnostiska metoderna i punkt II.3.

b) Om under genomforandet av det Gvervakningsprogram som avses i led a en infektion orsakad av WSSV
bekriftas pd en anliggning som ingdr i Overvakningsprogrammet och anldggningens hilsostatus av
kategori II ddrfor dterkallas, kan anliggningen omedelbart dterfd sin hilsostatus av kategori II och fortsitta
genomférandet av Gvervakningsprogrammet for att erhélla sjukdomsfri status utan att genomfora ett
utrotningsprogram enligt punkt 1.2.2, férutsatt att foljande giller:

i) Det dr en inlandsbaserad anldggning vars halsostatus med avseende pd WSD i enlighet med del II
punkt 3 i bilaga V till direktiv 2006/88/EG inte dr beroende av hilsostatusen med avseende pd denna
fortecknade sjukdom i omgivande naturliga vatten.

ii) Anldggningen har tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehéll. Driftuppehéllet ska vara
minst sex veckor.

i) Dér har skett utsittning med kraftdjur som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en
halsostatus av kategori I med avseende pd WSD.



23.9.2015 Europeiska unionens officiella tidning L 24733
1.2.2  Utrotningsprogram
12.2.1 Allminna krav

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pd WSD kan
uppnd hilsostatus av kategori I med avseende pd denna fortecknade sjukdom nér alla anlidggningar som haller
sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG i medlemsstaten, zonen eller
delomrddet har omfattats av dtminstone foljande utrotningsprogram:

a) De minimibekdmpningsdtgirder som faststills i kapitel V avsnitt 4 i direktiv 2006/88/EG har vidtagits pa ett
effektivt sitt och ett kontrollomrdde som avses i artikel 32 b i det direktivet, inklusive en skyddszon och
overvakningszon, har faststillts i nirheten av den eller de anlidggningar som officiellt forklarats smittade med
WSD.

Kontrollomrddet ska ha faststallts utifrdn varje enskilt fall med beaktande av de faktorer som péaverkar risken
for att WSD sprids till odlade och vilda kriftdjur, sisom antal, andel och foérdelning av kriftdjursdodlighet pa
den anldggning som ir smittad med WSD, avstdnd till ndrliggande anliggningar och deras tithet, kontaktan-
laggningar, arter pé anldggningarna, odlingsmetoder pd de drabbade anliggningarna och nirliggande
anldggningar samt hydrodynamiska forhdllanden och andra faktorer av epidemiologisk betydelse som
identifierats.

Vid faststdllandet av skydds- och 6vervakningszoner ska foljande minimikrav gilla:

i) En skyddszon ska faststillas i den omedelbara nirheten av en anliggning som officiellt forklarats smittad
med WSD och den ska motsvara foljande:

1. I marina omrdden och flodmynningar: Ett omrdde inom en cirkel med en radie som minst motsvarar
forflyttningen under en tidvattencykel eller pd minst 5 km, beroende pa vilket omrade som ar storst,
med centrum péd den anliggning som officiellt forklarats smittad med WSD, eller ett motsvarande
omréde som faststills enligt limpliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

2. 1 sotvatten: Hela avrinningsomrddet runt den anldggning som officiellt forklarats smittad med WSD.
Den behoriga myndigheten fir begrinsa skyddszonens omfattning till delar av avrinningsomradet,
forutsatt att WSD inte riskerar att spridas.

ii) En overvakningszon ska faststillas utanfor skyddszonen och den ska motsvara foljande:

1. I marina omradden: Ett omrdde som omger skyddszonen dir de bdda zonerna for tidvattencykelns
forflyttning overlappar varandra, eller ett omrdde som omger skyddszonen inom en cirkel med en
radie pd 10 km frdn skyddszonens centrum, eller ett motsvarande omrdde som faststills enligt
lampliga hydrodynamiska eller epidemiologiska uppgifter.

2. 1 sotvatten: Ett utvidgat omrade utanfor den faststillda skyddszonen.

b) Alla anliggningar som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88/EG i den skyddszon som inte officiellt forklarats smittad med WSD ska bli foremal for en officiell
undersokning som omfattar dtminstone foljande:

i) Insamling av prover for testning av 10 kraftdjur nir det iakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion
efter slakt som Gverensstimmer med symtomen pa infektion orsakad av WSD, eller av 150 kriftdjur nir
inga kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt iakttas.

ii) En halsoinspektion: I de anldggningar ddr de tester som avses i led i har gett negativa resultat ska hilsoins-
pektionerna fortsdtta en gang per ménad under den arstid da vattentemperaturen sannolikt dr som hogst,
fram till dess att skyddszonen har dterkallats i enlighet med punkt 1.2.2.1 c.
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¢) Alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med WSD ska tommas, rengoras och desinficeras samt
gora driftuppehdll. Driftuppehallet ska vara minst sex veckor. Nir alla anldggningar som officiellt forklarats
smittade har tomts ska de vara ur drift samtidigt i minst tre veckor. Detta stycke giller dven nya
anldggningar som officiellt forklarats smittade under utrotningsprogrammets genomférande.

Nir driftuppehéllet genomfors pd anliggningar som officiellt forklarats smittade ska skyddszonerna overgd
till 6vervakningszoner.

Den behoriga myndigheten far kriva att andra anldggningar i de faststillda skydds- och vervakningszonerna
ska tommas, rengoras och desinficeras samt gora driftuppehdll. Den behériga myndigheten ska efter en
riskbedomning i varje enskilt fall avgéra hur linge driftuppehéllet ska vara.

d) I alla anldggningar som officiellt forklarats smittade och i alla andra anldggningar i de faststallda skydds- och
overvakningszonerna som gjort driftuppehall ska utsittning

i) ske med kriftdjur som kommer frin medlemsstater, zoner eller delomrdden med en hilsostatus av
kategori [ med avseende pd WSD, eller

ii) under en oOvergdngsperiod till och med den 31 december 2020 ske med kraftdjur som kommer fran
medlemsstater, zoner eller delomrdden med ett godkint program for 6vervakning av WSD.

Utsdttningen ska inte ske forrdn alla anliggningar som officiellt forklarats smittade med WSD har tomts,
rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehdll i enlighet med punkt 1.2.2.1 c.

e) Alla anldggningar som haller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till direktiv
2006/88/EG i den medlemsstat, den zon eller det delomrdde som omfattas av utrotningsprogrammet och,
ndr det kravs overvakning av vilda populationer, de provtagningsplatser som valts i enlighet med del I
punkt 2 andra stycket i bilaga V till det direktivet ska direfter omfattas av dtminstone det program som
faststalls i punkt 1.2.1.

1.2.2.2 Krav for att dterfd sjukdomsfri status med avseende pd WSD for inlandsdelomrdden som omfattar en enda
anldggning som tidigare har forklarats fri frin WSD

Ett inlandsdelomrdde som omfattar en enda anliggning som har hilsostatus av kategori I med avseende pa
WSD, vars hilsostatus med avseende pd denna fortecknade sjukdom i enlighet med del IT punkt 3 i bilaga V till
direktiv 2006/88/EG inte dr beroende av omgivande naturliga vatten och vars hilsostatus av kategori I har
aterkallats i enlighet med artikel 53.3 i det direktivet, kan aterfd sin hilsostatus av kategori I omedelbart efter
det att den behoriga myndigheten har bekriftat att f6ljande villkor har uppfyllts:

a) Anldggningen med WSD har tomts, rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehall. Driftuppehéllet ska
ha varit minst sex veckor.

b) I anldggningen med WSD har utsittning skett med kriftdjur som kommer frin medlemsstater, zoner eller
delomrdden med en hilsostatus av kategori I med avseende pd WSD.

1.3 Sarskilda krav for att fa behalla sjukdomsfri halsostatus (kategori I) med avseende pd WSD

Om det enligt artikel 52 i direktiv 2006/88/EG krivs riktad 6vervakning for att fa behdlla hilsostatus av
kategori I ska alla anldggningar som héller sddana mottagliga arter som fortecknas i del II i bilaga IV till det
direktivet i medlemsstaten, zonen eller delomrédet i frdga genomgé hilsoinspektion och provtas i enlighet med
tabell 6.B i avsnitt II, med beaktande av anldggningens risknivd for att smittas med WSD.

I medlemsstater, zoner eller delomrdden dér antalet anldggningar ar begransat och riktad 6vervakning av dessa
anldggningar inte ger tillrickliga epidemiologiska uppgifter ska oOvervakningsprogrammen for att fi behélla
sjukdomsfri status omfatta provtagningsplatser som valts i enlighet med kraven i punkt L1.



23.9.2015 Europeiska unionens officiella tidning L 24735

Dessa provtagningsplatser ska inspekteras och provtas enligt rotationsprincipen (50 % av provtagningsplatserna
per ar). Provtagningen ska utforas i enlighet med tabell 6.B i avsnitt II. Proverna ska viljas, beredas och
undersokas i enlighet med de diagnostiska metoderna och provtagningsmetoderna i avsnitt II och laboratoriea-
nalyserna ska ha gett negativt resultat med avseende pd WSD-agens.

Den sjukdomsfria statusen fir endast behdllas sd linge som alla prover testas med negativt resultat med
avseende pd WSD med de diagnostiska metoderna och provtagningsmetoderna i punkt 1.2, och varje misstanke
om forekomst av. WSD har uteslutits i enlighet med den officiella undersokningen och de diagnostiska
metoderna i punkt I.3.

L4 Krav f6r upphdvande av de dtgirder for att motverka sjukdomsspridning som faststills i artikel 39 i direktiv
2006/88[EG (Gvergang fran hilsostatus av kategori V till kategori I1I) med avseende pd WSD

En medlemsstat, en zon eller ett delomrdde som har hilsostatus av kategori V med avseende pd WSD kan
uppnd hilsostatus av kategori Il med avseende pd denna fortecknade sjukdom, forutsatt att f6ljande giller:

a) Kraven i punkt .2.2.1 a, b och ¢ r uppfyllda. Om driftuppehall inte dr tekniskt mojligt ska anldggningarna
bli foremadl for en alternativ dtgdrd som ger ndstan samma garantier for att WSSV utrotas fran anldggningens
omgivning.

b) I alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med WSD och i alla andra anldggningar i de faststillda
skydds- och Overvakningszonerna som gjort driftuppehdll eller varit féremdl for alternativa &tgirder i
enlighet med led a har utsittning skett med kriftdjur som kommer frdn medlemsstater, zoner eller
delomrdden med en hilsostatus av kategori I, I eller IIl med avseende p& WSD.

¢) Utsittningen skedde inte forrdn alla anldggningar som officiellt forklarats smittade med WSD hade tomts,
rengjorts och desinficerats samt gjort driftuppehall eller varit foremal for alternativa dtgirder i enlighet med

led a.

d) Forekomsten av WSD har inte bekriftats under den tvaarsperiod som foljer pa slutforandet av de atgarder
som avses i leden a och b, och under denna period har misstankar om férekomst uteslutits i enlighet med
forfarandena i punkt IL.3.

IL Diagnostiska metoder och provtagningsmetoder
IL1 Prover

Prover av integument epidermis, antingen dissekerade eller kvar i forsoksdjurets gangben, bakkroppsben,
mundelar eller gilar, ska fixeras i 95 % etanol innan proverna bereds for tvdstegs-PCR.

Andra prover, fixerade for histologi och transmissionselektronmikroskopi, far samlas in till stod for diagnostiska
data frén PCR.

1.2 Diagnostiska metoder for att erhélla eller fa behélla sjukdomsfri status med avseende pd WSD

Den diagnostiska metod som ska anvindas for att erhalla eller fd behalla sjukdomsfri status med avseende pa
WSD i enlighet med de detaljerade metoderna och forfarandena i del 6 i bilaga Il ska vara tvastegs-PCR.

Om tvastegs-PCR ger ett positivt resultat ska resultaten bekriftas genom sekvensering av amplikon innan de
inledande bekdmpningsétgirder som foreskrivs i artikel 28 i direktiv 2006/88/EG vidtas, om sd dr praktiskt
mojligt genom pévisande av patognomoniska tecken pd WSD hos de utvalda mottagliga virdarna via histologi
och transmissionselektronmikroskopi.

1.3 Officiell undersokning och diagnostiska metoder for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av
infektion orsakad av WSD

Nir det i enlighet med artikel 28 i direktiv 2006/88/EG krivs att forekomsten av en infektion orsakad av WSD
bekriftas eller att en misstanke om forekomst av en sddan infektion utesluts ska foljande forfarande for
inspektion, provtagning och testning foljas:

a) Den officiella unders6kningen ska omfatta minst en hilsoinspektion och en provtagning av 10 kraftdjur nir
det iakttas kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt som 6verensstimmer med symtomen pa
infektion orsakad av WSD, eller av 150 kriftdjur nir inga kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter
slakt iakttas. Proverna ska testas med den diagnostiska metoden i punkt I1.2 (tvdstegs-PCR).
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b) Forekomsten av WSD ska anses bekriftad ndr tvistegs-PCR foljt av sekvensering, i enlighet med de
detaljerade metoderna och forfarandena i del 6 i bilaga II, dr positiv for WSSV och ndr patognomoniska
tecken pd WSD forekommer i de utvalda virdarna.

Misstanke om forekomst av WSD kan uteslutas om dessa tester inte visar pd ndgra ytterligare tecken pd
forekomst av WSD.

Tabell 6.A

Overvakning av medlemsstater, zoner och delomrdden for den tvddriga kontrollperiod som foregdr uppndendet
av sjukdomsfri status med avseende pd WSD enligt punkt 1.2.1

Antal Kliniska inspektioner | Antal laboratorieanalyser per Antal keiftdiur i provet
per ar ar jurtp
Anldggningar|/provtagningsplat- 1 1 150
ser
Tabell 6.B

Overvakning av medlemsstater, zoner eller delomriden for att fi behélla sjukdomsfri status med avseende pa
WSD enligt punkt L3

Risknivd Antal hilsoinspektioner Antal laboratorieanalyser Antal kriftdjur i provet
Hog 1 per ar 1 vartannat ar 150
Medelhog 1 vartannat dr 1 vartannat dr 150
Lag 1 vartannat dr 1 vart fjirde dr 150
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BILAGA 11

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH FORFARANDEN

L Inledning

[ denna bilaga faststills de detaljerade forfarandena for de diagnostiska metoder som ska anvindas vid laborato-
rieanalyserna i de utrotnings- och 6vervakningsprogram som faststills i bilaga I till detta beslut for att i enlighet
med artikel 57 b i det direktivet utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av foljande sjukdomar som inte
r exotiska och som fortecknas i del Il i bilaga IV till direktiv 2006/88/EG (nedan kallade de fortecknade

sjukdomarna):
1. Viral hemorragisk septikemi (VHS) Del 1
2. Infektios hematopoietisk nekros (IHN) Del 1
3. Koiherpesvirus (KHV) Del 2
4. Infektis laxanemi (ILA[ISA) Del 3
5. Infektion orsakad av Marteilia refringens Del 4
6. Infektion orsakad av Bonamia ostreae Del 5
7. Vitprickig kraftdjurssjuka (WSD) Del 6
IL Definitioner

[ denna bilaga avses med transportmedium ett cellodlingsmedium med 10 % kalvserum samt med 200 IE
penicillin, 200 pg streptomycin och 200 pg kanamycin per milliliter eller med annan antibiotika med
dokumenterad effektivitet.

DEL 1

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH FORFARANDEN FOR OVERVAKNING OCH BEKRAFTELSE AV
FOREKOMST AV VHS OCH IHN

L Diagnostiska metoder och férfaranden for 6vervakning av VHS och IHN

Vid genomférandet av provtagning och laboratorieanalys for att erhdlla eller fa behdlla sjukdomsfri hilsostatus
med avseende pd VHS eller IHN i enlighet med del 1 avsnitt I i bilaga I med de diagnostiska metoderna i del 1
punkterna IL.1 och 1.2 i den bilagan ska de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i de foljande
punkterna 1.1-1.6 tillimpas.

L1 Beredning och transport av fiskprover
I.1.1  Vavnader for virologisk undersokning i cellkultur

Fore transport eller 6verforing till laboratoriet ska delar av de organ som ska undersokas avligsnas frdn fisken
med sterila dissektionsinstrument och 6verforas till sterila plastror med transportmedium.

Vilken mangd fiskmaterial som limpar sig for virologisk undersokning i cellkultur och RT-qPCR beror pé
fiskens storlek. De vdvnader som ska provtas ska dirfor vara hela gulesicksyngel (lingd < 4 cm), inédlvor
inklusive njure (lingd 4-6 cm) eller, for storre fiskar, njure, mjilte, hjirta och/eller encephalon samt
ovarievitska fran stamfisk vid lektiden.

Ovarievitska, sidesvitska eller organdelar frin hogst 10 fiskar fir samlas in i ett sterilt ror med minst 4 ml
transportmedium och ska utgéra ett samlingsprov. Vivnaderna i varje prov ska vdga minst 0,5 g.

Den virologiska undersokningen i cellkultur ska paborjas sd snart som mojligt och senast 48 timmar efter
provinsamlingen. I undantagsfall fir den virologiska undersokningen paborjas senast 72 timmar efter materialin-
samlingen, forutsatt att det material som ska undersokas skyddas av ett transportmedium och att
temperaturkraven under transport kan uppfyllas.
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1.1.2  Prover for analys med PCR med omvind transkription (RT-PCR eller RT-qPCR)

Prover ska tas frdn fisken med ett sterilt instrument och overforas till sterila plastror med transportmedium i
enlighet med forfarandet i punkt 1.1.1. Vivnad frin 10 fiskar fir samlas in i ett ror och ska utgora ett
samlingsprov. Om mingden inokulat r liten fir dock vdvnad frén upp till 5 fiskar anvindas. Alternativt far
prover slds samman i RNA-stabiliserande 16sning, t.ex. 0,2 g vdvnad/ml reagens enligt tillverkarnas rekommen-
dationer, dven om varje fisk ska bearbetas separat och inte far slés samman i prov pd grund av att mingden
material for extraktion dr liten.

Aven hel fisk far skickas till laboratoriet.

1.2 Transport av fiskprover

Ror med fiskvdvnader i transportmedium for cellodling eller analys med RT-PCR/RT-qPCR ska placeras i
isolerade behéllare (t.ex. tjockviggiga polystyrenlddor) tillsammans med s& mycket is eller ett alternativt
kylmedel med liknande avkylande effekt sd att proverna hélls kylda under transporten till laboratoriet. Frysning
av proverna ska dock forhindras. Provernas temperatur under transporten fir aldrig overstiga 10 °C och nir
proverna tas emot ska det finnas is kvar i transportlddan eller ocksé ska ett eller flera av frysblocken fortfarande
vara helt eller delvis frysta.

Hel fisk fdr skickas till laboratoriet om de temperaturkrav som anges i forsta stycket kan uppfyllas under
transporten. Hel fisk ska slds in i absorberande papper och transporteras i plastpdse. Aven levande fisk far
transporteras.

L3 Insamling av kompletterande diagnostiskt material

Nir diagnostiklaboratoriet godkint det fir dven andra fiskvivnader samlas in och beredas for kompletterande
undersokningar.

L4 Provberedning for undersokning i cellkultur och RT-qPCR
[4.1  Frysning i undantagsfall

Om det uppstdr praktiska svdrigheter som gor det omojligt att bearbeta proverna inom 48 timmar efter
insamlingen av fiskvdvnaderna fir man frysa vdvnaderna i transportmedium vid hogst — 20 °C och genomfora
den virologiska undersokningen inom 14 dagar. Fiskvdavnaden far dock endast frysas och tinas upp en ging fore
undersokningen. Skilen till infrysning av fiskvivnadsprover ska registreras varje ging.

[.4.2  Homogenisering av organ

P4 laboratoriet ska fiskvivnaden i réren homogeniseras fullstindigt (antingen med stomacher homogenisator,
mixer eller med mortel och stét med steril sand) och direfter blandas med det ursprungliga transportmediet.

Om ett prov bestdr av en hel fisk som ar mindre 4n 4 cm ska denna sonderdelas med steril sax eller skalpell
efter det att kroppen bakom analoppningen har avligsnats. Om ett prov bestdr av en hel fisk som dr 4-6 cm
ska indlvorna inklusive njure samlas in. Om ett prov bestdr av en hel fisk som 4r lingre 4n 6 cm ska
vivnadsprover samlas in enligt punkt I.1. Vavnadsproverna ska sonderdelas med steril sax eller skalpell,
homogeniseras enligt forsta stycket och blandas med transportmedium.

Det slutliga forhéllandet mellan vivnadsmaterial och transportmedium ska pa laboratoriet justeras till 1:10.

143  Centrifugering av homogenat

Homogenatet ska centrifugeras i en kylcentrifug vid 2 000-4 000 x g vid 2-5 °C i 15 minuter, varefter
supernatanten ska samlas in och fir behandlas med antibiotika antingen vid 15 °C i 4 timmar eller vid 4-8 °C
over natten. Om provet har transporterats i ett transportmedium fdr man utelimna behandlingen av
supernatanten med antibiotika.

Om det uppstdr praktiska svirigheter (t.ex. om inkubatorn inte fungerar eller om man fir problem med
cellkulturerna) som gor det omojligt att inokulera cellerna inom 48 timmar efter insamlingen av fiskvivnads-
proverna fir man frysa supernatanten vid — 80 °C och genomfora den virologiska undersékningen inom
14 dagar.
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Om den insamlade supernatanten forvaras vid — 80 °C inom 48 timmar efter provtagningen fir den
dteranvindas endast en ging for virologisk undersokning.

Fore inokuleringen av cellerna ska supernatanten blandas med lika delar av lampligt utspitt, sammanslaget
antiserum mot de inhemska serotyperna av virus for infektiés pankreasnekros (IPN-virus) och inkuberas vid
15 °C i minst en timme eller vid 4 °C i hogst 18 timmar. Antiserumets titer ska vara minst 1:2 000 i ett 50 %
plackneutralisationstest.

Alla inokulat behandlas med antiserum mot IPN-virus for att férhindra att en cytopatisk effekt (CPE) orsakad av
IPN-virus utvecklas i inokulerade cellkulturer. Detta gor de virologiska undersokningarna snabbare och ger firre
fall dar forekomsten av CPE skulle uppfattas som en potentiell indikation pd VHS-virus eller [HN-virus.

Nar prover kommer frdn produktionsenheter som anses fria frdn IPN behover inokulat inte behandlas med
antiserum mot IPN-virus.

1.4.4  Provberedning for RT-PCR- och RT-qPCR-baserade overvakningsprogram

Om prover har samlats in i transportmedium ska forfarandet i punkterna 1.4.2 och 1.4.3 genomforas. Efter
centrifugering ska supernatanten samlas in och RNA extraheras. Om ingen ytterligare undersokning ska
genomforas direkt efter centrifugeringen ska proverna omedelbart frysas vid hogst — 20 °C.

Vid analys av fiskvdvnader som bevarats i RNA-stabiliserande 16sning ska efterfoljande steg utforas inom
foljande tidsramar beroende p& den temperatur som proverna forvarats vid:

Prover forvarade vid 37 °C: en dag.

Prover forvarade vid 25 °C: en vecka.

Prover forvarade vid 4 °C: en ménad.

Prover forvarade vid — 20 °C: péd obestdmd tid.

Samlingsprover i RNA-stabiliserande 16sning ska behandlas som enskilda prover i RNA-stabiliserande 16sning.
For prover som slds samman i RNA-stabiliserande 16sning fir provmingden inte overstiga den som
rekommenderas av tillverkaren vid extraktion med RNA-kit, sésom RNeasy Mini kits (Qiagen) eller liknande.
Om storre prover slds samman ska extraktionskiten eller extraktionsmetoderna dterspegla denna
sammanslagning.

Prover som samlas in i RNA-stabiliserande 16sning fér inte anvindas for cellodling.

1.4.5  Sammanslagning av prover fér RT-qPCR

Eftersom protokollen f6r RT-qPCR har liknande eller hogre sensitivitet dn cellodlingsmetoderna, fir man vid
PCR anvinda supernatanten frdn homogeniserat fiskvivnadsmaterial bestdende av organ frdn upp till 10 fiskar
som slagits samman i cellodlingsmedium. Pd grund av den lilla mingd inokulat som anvinds vid PCR jamfort
med vid cellodling ska alla fiskvdvnader noggrant homogeniserade innan materialet slas samman for extraktion.

Samma princip ska ocksd tillimpas om prover samlas in i RNA-stabiliserande l6sning. I dessa fall ar det
emellertid ofta svart att samla in representativt material frin upp till 10 fiskar i ett ror och antalet fiskar per
sammanslaget prov ska dirfor minskas till 2-5 stycken.

L5 Virologisk undersokning i cellkultur

1.5.1  Cellkulturer och medier

Antingen cellinjen Bluegill fry (BF-2) eller Rainbow trout gonad (RTG-2) och antingen cellinjen Epithelioma
papulosum cyprini (EPC) eller Fathead minnow (FHM) ska odlas vid 20-30 °C i lampligt medium, dvs. Eagle’s
Minimum Essential Medium (MEM) eller modifieringar ddrav, med tillsats av 10 % fetalt bovinserum och
antibiotika i standardkoncentrationer.
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Nir cellerna odlas i stingda flaskor ska mediet buffras med bikarbonat. Vid odling i 6ppna kirl kan
cellodlingsmediet buffras med Tris-HCl (tris(hydroximetyl)aminometan-HCl) (23 mM) och natriumbikarbonat
(6 mM). pH-virdet ska vara 7,6 * 0,2.

De cellkulturer som ska anvindas for inokulering med fiskvdvnadsmaterial ska vara unga, om mojligt ska
vanligtvis en dag gamla cellkulturer i monolager anvindas. Emellertid kan cellkulturer som dr 4-48 timmar
godtas. Cellerna ska vara aktivt vixande vid inokuleringen.

1.5.2  Inokulering av cellkulturer

Antibiotikabehandlade organsuspensioner ska inokuleras i cellkulturer i tvd spadningar for att forhindra
homolog interferens, dvs. primirspiadningen plus en spadning pd 1:10 av denna, vilket resulterar i slutliga
spadningar av vdvnadsmaterial i cellodlingsmedium pd 1:100 respektive 1:1 000. Minst tvad cellinjer ska
inokuleras enligt punkt 1.5.1. Forhéllandet mellan inokulatets storlek och cellodlingsmediets volym ska vara
cirka 1:10.

For varje spiddning och varje cellinje ska minst cirka 2 cm? cellyta anvindas, motsvarande en brunn i en
cellodlingsplatta med 24 brunnar. Cellodlingsplattor ska anvindas nir sd dr mojligt.

.5.3  Inkubering av cellkulturer

De inokulerade cellkulturerna ska inkuberas vid 15 °C i 7-10 dagar. Om firgen pa cellodlingsmediet 4ndras fran
rote till gult, vilket r ett tecken pd att mediet blivit surt, ska pH-virdet justeras med steril bikarbonatlosning
eller likvdrdiga dmnen for att sikerstilla cellernas mottaglighet for virusinfektion.

Minst var sjitte manad eller sd snart man misstinker att cellernas mottaglighet for infektion har minskat ska
frusna lager av VHS-virus och IHN-virus titreras for att kontrollera cellkulturernas mottaglighet for infektion.
Forfarandet i avsnitt IIl ska anvdndas nir sd dr mojligt.

1.5.4  Mikroskopi

Inokulerade cellkulturer ska regelbundet (minst tre ginger per vecka) undersokas vid 40-150 x forstoring for
forekomst av CPE. Om tydlig CPE iakttas ska forfaranden for identifiering av virus enligt punkt 1.6 paborjas
omedelbart.

5.5  Subkultivering

Om CPE inte har utvecklats efter 7-10 dagars primérinkubering ska subkultivering till friska cellkulturer goras
och en ungefir lika stor cellyta som i primarkulturen ska anvindas.

Frén samtliga kulturer eller brunnar i primarkulturen ska alikvoter av medium (supernatant) slis samman enligt
cellinje 7-10 dagar efter inokuleringen. Det sammanslagna mediet ska sedan inokuleras i homologa cellkulturer
bade outspitt och i spidning 1:10 (vilket resulterar i slutliga spadningar av supernatanten pd 1:10 respektive
1:100) enligt punkt I.5.2. Alternativt inokuleras alikvoter om 10 % av primarkulturens medium direkt i brunnar
med frisk cellkultur (dvs. subkultivering fran brunn till brunn). Inokuleringen fir foregds av preinkubering av de
utspadda losningarna med antiserum mot IPN-virus i limplig spidning enligt punkt 1.4.3.

De inokulerade kulturerna ska direfter inkuberas vid 15 °C i 7-10 dagar och undersokas i enlighet med
punkt L.5.4.

Om toxisk CPE forekommer under inkuberingens 3 forsta dagar ska subkultivering goras i detta skede och
cellerna ska inkuberas i 7 dagar och darefter aterigen subkultiveras med ytterligare 7 dagars inkubering. Om
toxisk CPE utvecklas efter 3 dagar ska cellerna subkultiveras en gdng och inkuberas sd att det totalt fortloper
14 dagar frdn primirinokuleringen. Det fir inte finnas ndgra tecken pa toxicitet under de sista 7 dagarna av
inkuberingen.

Om bakteriell kontaminering férekommer trots antibiotikabehandling ska subkultiveringen foregds av
centrifugering vid 2 000-4 000 x g vid 2-5 °C i 15-30 minuter eller av filtrering av supernatanten genom ett
0,45 pm filter, eller av bdda (membran med ldg proteinbindningsgrad). Subkultiveringen ska dessutom félja
samma forfaranden som det som giller vid toxisk CPE i fjirde stycket i denna punkt.

Om ingen CPE férekommer kan testet forklaras vara negativt.
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1.6 Identifiering av virus

Om tecken pd CPE har iakttagits i en cellkultur ska mediet (supernatanten) samlas in och undersokas med en
eller flera av foljande metoder: ELISA (enzymkopplad immunadsorberande analys), immunofluorescens (IF),
neutralisationstest, RT-PCR eller RT-qPCR. Om dessa tester inte leder till en siker identifiering av viruset inom
en vecka ska supernatanten skickas for omedelbar identifiering till det nationella referenslaboratoriet eller till
EU:s referenslaboratorium for fisksjukdomar som avses i bilaga VI till direktiv 2006/88/EG.

[.6.1  ELISA

En antigen-ELISA med dubbla antikroppar ska utforas for att identifiera virusisolatet. Mikrotiterplattorna ska
vara belagda med 50 pl/brunn (0,9 pg) av protein-A renade immunoglobuliner (Ig) av dokumenterad kvalitet
fran kaninantiserum mot VSH-virus eller IHN-virus vilka spitts i karbonatbuffert (pH 9,6) innehéllande 15 mM
natriumazid och plattorna ska inkuberas vid 4 °C i 18 timmar-2 veckor.

I en spadningsplatta ska varje prov innehéllande 1 % Triton X-100 och de positiva kontrollerna spddas med
buffertlosning (dvs. fosfatbuffrad koksaltlosning med 1 % BSA (PBS-T-BSA)) i en fyrfaldig spadning: outspiitt,
1:4, 1:16 och 1:64. ELISA-plattorna ska tvittas med PBS innehéllande 0,05 % Tween-20 (PBS-T) och 50 ul av
varje spadning ska overforas frin spadningsplattan till den tvittade och belagda ELISA-plattan.

I ndsta steg ska ELISA-plattorna inkuberas vid 37 °C i 30 minuter. Direfter ska plattorna tvittas och inkuberas
vid 37 °C i 30 minuter med specifika monoklonala antikroppar (dvs. MAb IP5B11 for identifiering av VHS-
virus respektive Hyb 136-3 for IHN-virus). 50 pl HRP-konjugerade (HRP = pepparrotperoxidas) kanin-
antikroppar mot mus utspadda i PBS-T-BSA (1:1 000) ska overforas till ELISA-plattan.

Efter ytterligare en tvittning ska reaktionerna startas genom tillsats av 50 pl orto-fenylendiamin (OPD)/brunn.
ELISA-plattorna ska inkuberas morkt vid rumstemperatur i 20 minuter och reaktionen ska stoppas genom
tillsats av 100 pl 0,5 M H,SO,/brunn.

Absorbansen ska mitas vid 492 och 620 nm i en ELISA-spektrofotometer. Genom att jimfora testresultaten
med absorbansvirdena for de positiva och negativa kontrollerna ska proverna bedomas som positiva eller
negativa. [ allménhet ska prover med kombinerade absorbansvirden (A-virden) under 0,5 for outspitt material
anses vara negativa, prover med A-virden pd 0,5-1,0 ska anses vara misstdnkta och prover med A-virden over
1,0 ska anses vara positiva.

Aven andra varianter av ELISA med liknande dokumenterad effektivitet fir anvindas i stillet fér den som anges i
denna punkt.

1.6.2  Immunofluorescens (IF)

De fortecknade patogenerna VHS-virus och IHN-virus ska identifieras genom att celler i svarta 96-hdlsplattor, i
konventionella 24-halsplattor eller pa tickglas i 24-hélsplattor smittas. Nar VHS-virus eller IHN-virus, eller bada,
identifieras genom att celler pé tickglas smittas ska foljande protokoll tillimpas:

a) Cellerna ska sas ut pd tickglas med en densitet som ger 60-90 % konfluens efter 24 timmars odling. Om
mojligt ska EPC-celler anvindas for detta dndamal eftersom de faster bra pd glasytor, men dven andra
cellinjer far anvindas, t.ex. BF-2, RTG-2 eller FHM. 150 pl av cellkulturens supernatant i tvd olika spadningar
(1:10 och 1:1 000) ska inokuleras i duplikat pd endagsgamla monolager och inkuberas vid 15 °C i
24 timmar.

b) Direfter ska cellodlingsmediet avldgsnas och de smittade monolagren fixeras med 0,5 ml iskall, vattenlosning
av aceton (80 % v|v). Fixeringen ska goras i dragskdp vid rumstemperatur i 15 minuter, sedan ska
acetonlosningen avldgsnas och tickglasen ska lufttorka i minst 30 minuter. I detta skede ska plattorna
antingen bearbetas omedelbart eller forvaras vid — 20 °C for vidare anvindning.

¢) Specifika monoklonala antikroppar (dvs. MAb IP5B11 for identifiering av VHS-virus respektive Hyb 136-3
for IHN-virus) ska spiadas i 0,01 M PBS-T (pH 7,2) vid den spddning som leverantren av MAb
rekommenderar. 50-100 pl/brunn ska tillsdttas till det fixerade monolagret och plattorna ska inkuberas vid
37 °Ci 1 timme i en fuktkammare.
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d) Tickglasen ska tvittas forsiktigt tre gdnger med PBS innehdllande 0,05 % Tween-20 (PBS-T) och bufferten ska
avldgsnas helt efter den sista skoljningen. Cellerna ska darefter inkuberas vid 37 °C i 1 timme med fluorescei-
nisotiocyanat (FITC)- eller tetrametylrodamin-5-(och -6-)isotiocyanat (TRITC)-konjugerade antikroppar mot
musimmunglobulin (dvs. den priméra antikroppen) utspidda enligt leverantorens anvisningar, och aterigen
tvittas med PBS-T samt torkas. Fargade kulturer ska monteras pa objektglas med glycerolsaltlosning och
undersokas under infallande UV-ljus. Anvind okular med forstoringsgrad 10 x eller 12 x och objektiv x 25
eller x 40 med blindare > 0,7 respektive > 1,3.

Aven andra IF-metoder (med cellkulturer, fixering och antikroppar av referenskvalitet) med liknande
dokumenterad effektivitet fr anvindas.

.6.3  Neutralisationstest
Cellerna ska avligsnas frén den insamlade supernatanten genom centrifugering (2 000-4 000 x g) eller
membranfiltrering (0,45 pm) med ett membran med ldg proteinbindningsgrad och supernatanten ska spidas
1:100 och 1:10 000 i cellodlingsmedium.

Alikvoter av minst tvd supernatantspadningar ska blandas separat med lika delar av vart och ett av foljande
reagens och inkuberas vid 15 °C i 60 minuter:

a) Serum innehallande gruppspecifika antikroppar mot VHS-virus i spadning 1:50 (v/v).
b) Serum innehallande gruppspecifika antikroppar mot IHN-virus i spadning 1:50 (v/v).
¢) Sammanslagna antiserum mot inhemska serotyper av IPN-virus i spadning 1:50 (v/v).
d) Endast medium (positiv kontroll).

Minst tvé cellkulturer ska inokuleras med 50 pl av varje supernatant-serumblandning och sedan inkuberas vid
15 °C. Utveckling av CPE ska kontrolleras enligt punkt 1.5.4.

VHS-virusstammar och -virusisolat som inte reagerar i neutralisationstestet ska identifieras med IF eller ELISA.
Aven andra neutralisationstest med liknande dokumenterad effektivitet far anvindas.

164  RT-PCR/RT-gPCR
1.6.4.1 Beredning av virus-RNA

Allt arbete med RNA ska utforas pé is och handskar ska anvindas.

RNA ska extraheras med fenol/kloroform-metoden eller med spinnkolonner med affinitet for RNA enligt
tillverkarens anvisningar. Kommersiellt tillgdngliga RNA-extraktionskit som ger hogkvalitativt RNA som limpar
sig for anvindning med de protokoll for RT-PCR som beskrivs nedan fir anvindas.

RNA ska atersuspenderas i destillerat, RNase-fritt vatten (dvs. vatten som behandlats med 0,1 % dietylpyro-
karbonat) eller en ldmplig elueringsbuffert.

[.6.4.2 RT-PCR
Foljande primrar ska anvindas for pavisande av IHN-virus:
Framdtriktad primer: 5'-AGA-GAT-CCC-TAC-ACC-AGA-GAC-3'.
Bakatriktad primer: 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3'.
Foljande cykler ska anvindas (ettstegs-RT-PCR): 1 cykel: 50 °C i 30 minuter, 1 cykel: 95 °C i 2 minuter,
30 cykler: 95 °C i 30 sekunder, 50 °C i 30 sekunder och 72 °C i 60 sekunder, 1 cykel: 72 °C i 7 minuter och
blotlaggning vid 4 °C.
Foljande primrar ska anvindas for pavisande av VHS-virus:

VN For 5'-ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG-3'.

VN Rev 5'-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3".
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Foljande cykler ska anvindas (ettstegs-RT-PCR): 50 °C i 30 minuter, 95 °C i 15 minuter, 35 cykler vid 94 °C i
30 sekunder, 55 °C i 30 sekunder och 68 °C i 60 sekunder. Reaktionen ska direfter héllas vid 68 °C i
7 minuter.

RT-PCR-reaktionernas kvantitet och specificitet ska utvirderas med elektrofores i 1,5 % agarosgel med
etidiumbromid och observeras med UV-genomlysning. Ett PCR-amplikon pd 693 baspar kan iakttas f6r THN-
virus. For VHS-virus ska storleken vara 505 baspar.

Resultaten frin PCR kan variera beroende pd under vilka forhéllanden den genomférs, dvs. temperaturpro-
tokollen kan behova optimeras beroende pé den termocykler som anvinds. Falskt positiva resultat kan dessutom
uppkomma pé grund av felaktig hybridisering av primrar eller kontaminering i laboratoriet. Limpliga positiva
och negativa kontroller samt sekvenserade amplikon ska dirfor anvindas for att undvika eventuella oklarheter.
Nar det giller primrar for VHS-virus ska man vara sdrskilt forsiktig vid anvindning av BF-2-celler, eftersom
primrarna kan reagera med cellinjens DNA/RNA och ge falskt positiva resultat av liknande storlek. Nar
supernatanten frin BF-2-celler testas ska alla amplifierade PCR-fragment sekvenseras.

1.6.4.3 RT-gPCR f6r VHS-virus
Nir det giller VHS-virus ska amplifieringen utforas med foljande primrar och prob:
Framdtriktad primer: 5'-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3'".
Bakdtriktad primer: 5'-TCT-GCG-ATC-TCA-GTC-AGG-ATG-AA-3'.
Prob: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQ1.

Ettstegs-RT-qPCR:

Negativa reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-korning. Cykelfor-
hallanden: 50 °C i 30 minuter, 95 °C i 15 minuter, 40 cykler vid 94 °C i 15 sekunder, 60 °C i 40 sekunder och
72 °C i 20 sekunder (justera vid behov). Aven andra varianter av RT-PCR eller RT-qPCR med liknande
dokumenterad effektivitet fir anvindas.

1.6.4.4 RT-gPCR for IHN-virus
Nir det giller IHN-virus ska amplifieringen utféras med foljande primrar och prob:
Framdtriktad primer: 5'-AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3".
Bakdtriktad primer: 5'-TTCTTTGCGGCTTGGTTGA-3'.
Prob: 5'-6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.

Tvdstegs-RT-qPCR:

Eftersom foljande test bygger pa en tvdstegsamplifiering ska man vara extra forsiktig vid hanteringen av roren
mellan det forsta och andra steget for att forhindra kontaminering.

Cykelforhdllanden (efter RT-steget): 50 °C i 2 minuter, 95 °C i 10 minuter, foljt av 40 cykler vid 95 °C i
15 sekunder och 60 °C i 1 minut (justera vid behov).

Aven andra varianter av RT-PCR eller RT-qPCR med liknande dokumenterad effektivitet far anvindas.
IL. Detaljerade diagnostiska metoder och forfaranden for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av VHS
eller IHN, eller bada, vid misstinkta sjukdomsutbrott

Nar det i enlighet med artikel 57 b i direktiv 2006/88/EG kravs en laboratorieanalys for att bekrifta eller
utesluta forekomst av VHS eller IHN, eller bdda, med de diagnostiska metoderna i del 1 punkt I1.3 i bilaga I ska
foljande detaljerade diagnostiska metoder och férfaranden tillimpas:

a) Konventionell virusisolering med efterfoljande serumneutralisationstest, immunokemisk eller molekylir
identifiering av virus.

b) Pavisande av virus med RT-PCR eller RT-qPCR.

¢) Andra diagnostiska metoder, t.ex. IFAT, ELISA, RT-PCR eller IHK.
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II.1

II.1.1

I.1.2

II.1.3

II.1.4

II.1.5

II.1.6

I1.2

I1.2.1

I1.2.2

I1.2.3

I1.2.4

I1.2.5

IL.3

Konventionell virusisolering med efterfoljande identifiering av virus
Urval av prover

Minst tio fiskar med typiska tecken pd VHS eller IHN ska viljas ut for undersokning.

Beredning och transport av fiskprover

Beredningen och transporten for konventionell virusisolering ska folja metoderna och forfarandena i punkt 1.2.

Insamling av kompletterande diagnostiskt material

Insamlingen av kompletterande material for konventionell virusisolering ska folja metoderna och forfarandena i
punkt L.3.

Provberedning for undersokning med cellkultur

Provberedningen for undersokning med cellkultur f6r konventionell virusisolering ska folja metoderna och
forfarandena i punkt 1.4.

Virologisk undersokning i cellkultur

Den virologiska undersokningen for konventionell virusisolering ska folja metoderna och forfarandena i
punkt L.5.

Identifiering av virus

Identifieringen av virus for konventionell virusisolering ska f6lja metoderna och forfarandena i punkt L6.

Pavisande av virus med RT-qPCR
Urval av prover

Urvalet av prover for pavisande av virus med RT-qPCR ska folja metoderna och forfarandena i punkt 1.1.2.

Beredning och transport av fiskprover

Beredningen och transporten for pavisande av virus med RT-qPCR ska folja metoderna och forfarandena i
punkt 1.2.

Insamling av kompletterande diagnostiskt material

Insamlingen av kompletterande diagnostiskt material for pavisande av virus med RT-qPCR ska folja metoderna
och forfarandena i punkt 1.3.

Provberedning for RT-gPCR

Provberedningen for pdvisande av virus med RT-qPCR ska folja metoderna och forfarandena i punkt 1.6.4.1.

RT-gPCR

Pavisandet av virus med RT-qPCR ska folja metoderna och forfarandena i punkterna 1.6.4.1, 1.6.4.3 och 1.6.4.4.

Andra diagnostiska metoder

Supernatant som beretts enligt punkt 1.4.3 fir analyseras med ELISA, indirekt fluorescerande antikroppstest
(IFAT) eller RT-PCR i enlighet med punkt 1.6.1, 1.6.2 respektive 1.6.4. Vavnadsmaterial fir undersokas med andra
diagnostiska metoder, t.ex. IFAT for fryssnitt eller immunhistokemi for formalinfixerat vdvnadsmaterial. Dessa
snabba metoder ska senast 48 timmar efter provtagningen kompletteras med en virologisk unders6kning i
enlighet med antingen punkt Il a eller II b

a) om resultatet ar negativt, eller

b) om resultatet dr positivt med material som utgér forsta fallet av VHS eller IHN.
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1L Forfarande for titrering for att kontrollera cellkulturernas mottaglighet f6r infektion

Nir den titrering for att kontrollera cellkulturernas mottaglighet for infektion som avses i punkt 1.5.3 utfors ska
forfarandena i foljande stycken foljas:

Minst tvd VHS-virusisolat och ett IHN-virusisolat ska anvindas. Isolaten ska representera huvudgruppen av virus
inom Europeiska unionen, dvs. ett patogent isolat frin regnbdge i sotvatten och ett marint isolat som &r
patogent hos piggvar for VHS-virus och en EU-stam som 4r patogen hos regnbdge for IHN-virus. Vildefinierade
isolat frdn medlemsstaterna ska anvindas. Batcher av virus i cellkulturer med 1agt passagenummer ska odlas i
cellodlingsflaskor pd BF-2- eller RTG-2-celler for VHS-virus och p& EPC- eller FHM-celler for IHN-virus.
Cellodlingsmedium med minst 10 % serum ska anvindas. Vid inokulering ska en ldg MOI (< 1) anvindas.

Vid full CPE ska viruset skordas genom centrifugering av cellkulturens supernatant vid 2 000 x g i 15 minuter,
sterilfiltreras genom 0,45 pm membranfilter och fordelas i mérkta kryorér. Viruset ska forvaras vid — 80 °C.

En vecka efter infrysningen ska tre replikat for varje virus tinas upp i kallt vatten och titreras pé respektive
cellinje. Minst var sjitte manad eller sd snart man misstinker att en cellinjes mottaglighet har minskat ska varje
virusisolat tinas upp och titreras.

Titreringsforfarandet ska beskrivas i detalj och utforas pd samma sitt varje gang.

Slutpunktstitrering ska inbegripa minst 6 replikat f6r varje spidningssteg. Titervirdena ska jimféras med
tidigare titervirden. Om titern for nigot av de tre virusisolaten har sjunkit med en faktor av minst 2 logaritmer
jamfort med den ursprungliga titern, ska cellinjen inte lingre anvindas for 6vervakningsandamal.

Om olika cellinjer forvaras pa laboratoriet ska varje linje undersokas for sig.

Dokumentationen ska sparas i minst tio ar.

DEL 2

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH FORFARANDEN FOR OVERVAKNING OCH BEKRAFTELSE AV
FOREKOMST AV KHV

L Detaljerade diagnostiska metoder och férfaranden for att utesluta misstanke om eller bekrifta férekomst av KHV
Nir det i enlighet med artikel 57 b i direktiv 2006/88/EG krivs en laboratorieanalys for att utesluta misstanke
om eller bekrifta forekomst av KHV med de diagnostiska metoderna i del 2 avsnitt III i bilaga I ska de
detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i punkterna 1.1-1.2 tillimpas.

L1 Beredning av fiskprover
For diagnostiska andamadl fir fisk (skickad levande eller dod och forpackad separat i forseglade aseptiska
behallare) eller alternativt frysta organ eller organdelar bevarade i 80-100 % alkohol eller i transportmedium for

virus (for bearbetning inom 48 timmar efter insamling) anvindas vid testning med konventionell PCR eller
qPCR-baserade metoder.

For pévisande av KHV ska gile och njure samlas in. Dessutom fir mjilte, encephalon och tarm ingd i ett
ytterligare separat prov. I akuta fall far vivnadsmaterial frin upp till fem fiskar slis samman.

Vid misstanke om forekomst av KHV hos mycket virdefull fisk fir dessutom icke-letal provtagning anvindas,
t.ex. blodprover, svabbprover frin gilar, biopsi fran galar och skrapprover fran slemskikt.

1.1  DNA-extraktion

DNA ska extraheras i enlighet med standardférfaranden.

Kommersiellt tillgdngliga DNA-extraktionskit som ger hogkvalitativt DNA som limpar sig f6r anvidndning med
de protokoll fér PCR som anges i punkt 1.2 fir anvindas.
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1.2 Pavisande och identifiering av agens med PCR-baserade metoder

[2.1  gPCR for pavisande av KHV
For pavisande av KHV med qPCR ska foljande metod anvindas:
Framatriktad primer (KHV-86f): 5'-GACGCCGGAGACCTTGTG-3'.
Bakétriktad primer (KHV-163r): 5'-CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT-3".
Prob (KHV-109p): 5'-FAM-CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG-3'.

Cykelforhdllanden: 1 cykel vid 95 °C i 15 minuter, foljt av 40 cykler vid 94 °C i 15 sekunder och 60 °C i
60 sekunder. Negativa reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-
korning. Aven andra varianter av qPCR med liknande dokumenterad effektivitet fir anvindas.

2.2 Konventionell PCR for pavisande av KHV

Den metod som beskrivs i denna punkt och som riktar in sig pa genen for tymidinkinas (TK) hos KHV ska
anvindas. Aven andra PCR-metoder som visat liknande sensitivitet och specificitet som den beskrivna metoden
far anvindas.

Framétriktad primer (KHV-TK{): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3'.
Bakatriktad primer (KHV-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3'.

Cykelforhallanden: 1 cykel vid 95 °C i 5 minuter, foljt av 35 cykler vid 95 °C i 30 sekunder, 52 °C i
30 sekunder och 72 °C i 1 minut samt 1 cykel vid 72 °C i 10 minuter. Produktstorleken bor vara 409 baspar.

Resultaten frdn PCR kan variera beroende pd under vilka forhdllanden den genomférs, dvs. temperaturpro-
tokollen kan behova optimeras beroende pa den termocykler som anvinds. Falskt positiva resultat kan dessutom
uppkomma pd grund av felaktig hybridisering av primrar eller kontaminering. Negativa reagenskontroller utan
templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-kérning. Aven andra varianter av PCR med liknande
dokumenterad effektivitet far anvindas.

Det forsta pavisandet i ett omrade ska bekriftas genom sekvensering eller skickas for omedelbar identifiering till
ett nationellt referenslaboratorium eller till EU:s referenslaboratorium for fisksjukdomar som avses i bilaga VI till
direktiv 2006/88/EG.

IL. Detaljerade diagnostiska metoder och forfaranden f6r 6vervakning av KHV

Nar provtagning och laboratorieanalys for att erhélla eller fa behélla en viss hilsostatus med avseende pd KHV i
enlighet med del 2 avsnitt I i bilaga I genomfors med de diagnostiska metoderna i del 2 avsnitt II eller IIl i den
bilagan, ska de detaljerade diagnostiska metoderna och férfarandena i de foljande punkterna 1.1 och I1.2
tillimpas.

1 Beredning av fiskprover

Om mojligt ska fisk som har hallits under en lingre period i temperaturer dir viruset forokar sig (dvs. vid 15—
26 °C i 2-3 veckor) provtas. Prover ska om mojligt samlas in 24 timmar, men senast 72 timmar, efter hantering
som kan reaktivera virus hos fisk med bararstatus, t.ex. hdvning eller transport, for att forbéttra chanserna att
pavisa KHV.

For overvakning av KHV far fisk (skickad levande eller dod och forpackad separat i forseglade aseptiska
behallare) eller alternativt frysta organ eller organdelar bevarade i 80-100 % alkohol eller i transportmedium for
virus (for bearbetning inom 48 timmar efter insamling) anvindas vid testning med PCR-baserade metoder. For
overvakning av KHV ska gile och njurvivnad samlas in.

For overvakning av KHV ska sammanslagning av material om mojligt férhindras. Om det dr nddvindigt att sla
samman material fir vavnadsmaterial frdn hogst tvd fiskar slds samman. Storre prover ska homogeniseras med
mortel och stot eller med stomacher homogenisator och delprover ska tas for DNA-extraktion fore klarifiering.
Alternativt far delprover samlas in frén varje vivnad som ingdr i provet och laggas i lyseringsror.
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I.1.1 DNA-extraktion
DNA ska extraheras i enlighet med standardforfaranden. Kommersiellt tillgingliga DNA-extraktionskit som ger

hogkvalitativt DNA som limpar sig for anvindning med de protokoll for PCR som anges i punkt I1.2 fir
anvindas.

Det godtagbara forhdllandet mellan vdvnad och medium ska vara 1:9 (w/v). Testen ska omfatta 20-25 mg
vdvnadsmaterial.
1.2 Overvakning av KHV med PCR-baserade metoder

Vid 6vervakning av KHV ska qPCR anvdndas. Om positiva prover pdvisas i ett omrdde som inte tidigare
bekriftats vara positivt ska testresultaten antingen

a) bekriftas med sekvensering av en PCR- eller ndstad PCR-produkt frén proverna;
den erhéllna rena konsensus-sekvensen ska dverensstimma med referenssekvenserna till minst 98 %,
b) eller alternativt fir prover skickas till ett nationellt referenslaboratorium for bekriftelse.
[.2.1 qPCR for pavisande av KHV
Foljande gPCR-metod ska anvindas:
Framdtriktad primer (KHV-86f): 5'-GACGCCGGAGACCTTGTG-3'.
Bakdtriktad primer (KHV-163r): 5'-CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT-3'.
Prob (KHV-109p): 5'-FAM-CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG-3'.

Cykelforhdllanden: 1 cykel vid 95 °C i 15 minuter, foljt av 50 cykler vid 94 °C i 15 sekunder och 60 °C i
60 sekunder.

Resultaten frdn qPCR kan variera beroende pd under vilka forhéllanden den genomfors, dvs. temperaturpro-
tokollen kan behéva optimeras beroende pd den termocykler som anvinds. Falskt positiva resultat kan dessutom
uppkomma pd grund av felaktig hybridisering av primrar eller kontaminering i laboratoriet. Negativa
reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-korning. Aven andra
varianter av qPCR med liknande dokumenterad effektivitet fir anvindas.

.2.2  Konventionell PCR for bekriftelse av pavisande av KHV

For att bekrifta forekomsten av infektion orsakad av KHV ska den generiska nistade PCR-metod som beskrivs i
tabell 2.1 anvindas, foljt av sekvensering av den amplifierade produkten.

Tabell 2.1

Primrar och férhédllanden for den nistade PCR-metod som riktar in sig pd alla cyprinidherpesvirus
(CyHV-1, CyHV-2 och CyHV-3)

Primer Sekvens Cykelforhéllanden Produktstorlek

CyHVpol-forward | 5'-CCAGCAACATGTGCGACGG-3' Forsta omgangen PCR

1 cykel:

95 °C i 2 minuter
40 cykler:

95 °C i 30 sekunder 362 baspar
CyHVpol-reverse 5'-CCGTARTGAGAGTTGGCGCA-3’ 55 °C i 30 sekunder
72 °C i 45 sekunder
1 cykel:

72 °C i 10 minuter
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Primer Sekvens Cykelforhéllanden Produktstorlek
CyHVpolinternal | 5, s cGGvGGYATCAGCCC-3' Andra omgéngen PCR
forward
1 cykel:
95 °Ci 2 minuter
40 cykler:
95 °C i 30 sekunder 339 baspar

CyHVpol-internal 5 GAGTTGGCGCAYACYTTCATC.3' | 22 C i 30 sekunder
reverse 72 °C i 45 sekunder

1 gykel:
72 °Ci 10 minuter

Resultaten frén PCR kan variera beroende pd under vilka forhdllanden den genomférs, dvs. temperaturpro-
tokollen kan beh6va optimeras beroende pa den termocykler som anvinds. Falskt positiva resultat kan dessutom
uppkomma pd grund av felaktig hybridisering av primrar eller kontaminering i laboratoriet. Negativa
reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-korning. Aven andra
varianter av PCR med liknande dokumenterad effektivitet fir anvindas.

Sekvensering fir utforas av laboratoriet eller vid externa specialiserade sekvenseringsforetag. Sekvensering-
sresultat ska analyseras genom att jimfora sekvenserna med kdnda referenssekvenser for KHV (GenBank
nummer AP008984, DQ657948 och DQ177346). Den erhéllna rena konsensus-sekvensen ska overensstimma
med referenssekvenserna till minst 98 %.

DEL 3

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH FORFAI}ANDEN FOR OVERVAKNING OCH BEKRAFTELSE AV
FOREKOMST AV INFEKTIOS LAXANEMI (ILA[ISA)

L Provtagningsforfaranden for vervakning och kontroll av ILA[ISA

Nir provtagning och laboratorieanalys genomfors for Gvervaknings- eller utrotningsprogram enligt del 3 i
bilaga I eller for att bekrdfta eller utesluta forekomst av ILA[ISA i enlighet med artikel 57 b i direktiv
2006/88/EG, ska de detaljerade metoderna och forfarandena i punkterna 1.1, 1.2 och 1.3 tillimpas.

I.1 Beredning av fiskprover

Vid laboratorieanalys for att undersoka forekomst av ILA[ISA ska fiskprover om mojligt inte slds samman. Vid
overvakning av ILAISA fr dock 2-5 fiskar slds samman.

Prover for PCR med omvind transkription (RT-PCR) ska tas frén alla fiskar som provtas. En bit av njurens
mellersta del ska avldgsnas fran fisken med ett sterilt instrument och oéverforas till ett mikrofugror med 1 ml
RNA-stabiliserande 16sning med dokumenterad effektivitet. Vavnad frdn upp till 5 fiskar fir samlas in i ett ror
med transportlosning och ska utgéra ett samlingsprov. Vikten pa vdvnaden i ett prov ska vara 0,5 g. Nir fisken
ar for liten for att man ska kunna ta ett prov som viger sd mycket fir dven delar av njure, hjirta, mjilte, lever
eller pylorusbihang, i den ordningen, anvindas sd att provet kommer upp i 0,5 g.

Viavnad for histologisk undersokning ska endast tas frdn nyligen dodad fisk med normal konstitution som visar
kliniska tecken eller tecken vid inspektion efter slakt som overensstimmer med forekomst av ILA[ISA.
Eventuella yttre eller inre skador ska provtas och under alla omstindigheter ska prover tas frn njurens mellersta
del, hjirta, lever, bukspottskortel, tarm, gile och mjilte frdn enskilda fiskar med skalpell och Gverforas till 8-
10 % (v/v) buffrad formalinlosning. Forhallandet mellan fixativ och vavnad ska vara minst 20:1 for att
sikerstilla att vivnaderna bevaras pd ett tillfredsstdllande sitt. For immunhistokemi (IHK) ska prover tas frdn
njurens mellersta del och hjirta.
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Vavnader for virologisk undersokning i cellkultur ska tas frdn alla fiskar som provtas. Delar av lever, njurens
framre eller mellersta del, hjirta och myjilte ska avligsnas fran fisken med ett sterilt instrument och overforas till
plastrér med 9 ml transportlosning. Vavnad fran upp till 5 fiskar fir samlas in i ett rér med transportlosning
och ska utgora ett samlingsprov. Vikten pé vdvnaden i ett prov ska vara 1,0 £ 0,5 g.

1.2 Transport av fiskprover

Hel fisk far transporteras till laboratoriet om de temperaturkrav som anges i tredje stycket kan uppfyllas under
transporten. Hel fisk ska slds in i absorberande papper, transporteras i plastpdse och kylas enligt tredje stycket.

Aven levande fisk far transporteras, men endast under dverinseende av det nationella referenslaboratoriet for
fisksjukdomar och med beaktande av de ytterligare desinficerings- och biosdkerhetfrdgor som galler vid
transport av levande fisk.

Blodprover och ror med fiskvavnad for virologisk undersokning eller analys med RT-PCR ska placeras i
isolerade behéllare (t.ex. tjockvdggiga polystyrenlddor) tillsammans med si mycket is eller frysblock sd att
proverna hélls kylda under transporten till laboratoriet. Frysning av proverna ska forhindras och nir de tas
emot ska det finnas is kvar i transportlddan eller ocksa ska ett eller flera av frysblocken fortfarande vara helt
eller delvis frysta. I undantagsfall fir RT-PCR-prover och prover for virologisk undersokning snabbfrysas och
transporteras till laboratoriet vid minst — 20 °C.

Vid RT-PCR-analys av vivnader som bevarats i RNAlater ska RNA-extraktion utféras inom féljande tidsramar
beroende pé den temperatur som proverna forvarats vid:

Prover forvarade vid 37 °C: en dag.

Prover forvarade vid 25 °C: en vecka.

Prover forvarade vid 4 °C: en ménad.

Prover forvarade vid — 20 °C: pd obestdmd tid.

Om fiskvdvnader transporteras i fixativ for histologisk undersokning ska de transporteras i lickagesikra ror i
stottdliga behdllare. Frysning av proverna ska forhindras.

Den virologiska undersokningen i cellkultur ska pdborjas s& snart som mojligt och senast 48 timmar efter
provinsamlingen. I undantagsfall fir den virologiska undersokningen pdborjas senast 72 timmar efter materialin-
samlingen, forutsatt att det material som ska undersdkas skyddas av ett transportmedium och att
temperaturkraven under transport kan uppfyllas.

1.3 Insamling av kompletterande diagnostiskt material
Nir diagnostiklaboratoriet godként det fir dven andra fiskvivnader dn de som avses i punkt 1.2 samlas in och

beredas for kompletterande undersokningar.

IL. Detaljerade diagnostiska metoder och forfaranden for évervakning av och for att utesluta misstanke om eller
bekrifta forekomst av ISA

Nir laboratorieanalys for att erhélla eller fa behalla en viss hilsostatus med avseende pd ILA/ISA i enlighet med
del 3 avsnitt I i bilaga I eller for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av ILA/ISA i enlighet med
artikel 57 b i direktiv 2006/88/EG genomfors med de diagnostiska metoderna i del 3 avsnitt II i bilaga I, ska de
detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i de foljande punkterna IL1-IL5 tillimpas.

1 Undersokning av prover med RT-PCR
Den diagnostiska metod som ska anvdndas for screening med avseende pd ISA-virus ska vara RT-qPCR.

Eftersom resultaten fran RT-qPCR kan variera beroende pa under vilka forhallanden den genomfors ska lampliga
positiva och negativa kontroller samt amplikon anvindas for att undvika eventuella oklarheter.

II.L1.1  Total RNA-extraktion

Allt arbete med RNA ska utforas pé is och handskar ska anvindas.



L 247/50 Europeiska unionens officiella tidning 23.9.2015

Totalt RNA ska extraheras med fenol/kloroform-metoden eller med spinnkolonner med affinitet for RNA enligt
tillverkarens anvisningar.

Renat RNA ska atersuspenderas i destillerat, RNase-fritt vatten (dvs. vatten som behandlats med 0,1 % dietylpy-
rokarbonat).

Koncentrationen och renheten hos extraherat RNA ska uppskattas genom att mita den optiska densiteten vid
260 och 280 nm. Ett annat tillvigagangssitt kan vara att inkludera interna kontroller som riktar in sig pd det
virusgenom som avses i punkt I.1.3.

[.1.2 RT-PCR {6r pavisande av ISA-virus

Flera RT-PCR-metoder fir anvindas f6r amplifiering av ISA-virusets genom. En tvdstegs-RT-PCR fir utforas dir
RT-steget och PCR-reaktionssteget genomfors i tvd separata ror. Emellertid fir dven en enstegs-RT-PCR utforas
dir de tvd reaktionerna genomfors i ett ror. Om mojligt ska enstegsmetoden anvindas eftersom risken for
korskontaminering minimeras nir innehallet inte behover Overforas och den metoden anses ha samma
sensitivitet som tvastegsmetoden.

De primrar och metoder som beskrivs i denna punkt, dvs. primerparet ILA1 eller ILA2 som riktar in sig pd
segmentet 8 och som har funnits lampligt for pavisande av ISA-virus vid utbrott och i fisk med bararstatus, ska
anvindas. Eftersom den bakétriktade ILA2-primern inte overensstimmer med isolat frin Nordamerika ska ett
alternativt primerpar anvindas i dessa fall.

Framdtriktad primer (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3".
Bakdtriktad primer (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3'.

Cykelforhdllanden: 1 cykel vid 50 °C i 30 minuter, 1 cykel vid 94 °C i 15 minuter, 40 cykler vid 94 °C i
30 sekunder, 55 °C i 30 sekunder och 72 °C i 60 sekunder samt 1 cykel vid 72 °C i 5 minuter. Produktstorlek
155 baspar.

Resultaten frdn PCR kan variera beroende pd under vilka forhéllanden den genomférs, dvs. temperaturpro-
tokollen kan behova optimeras beroende pé den termocykler som anvinds. Falskt positiva resultat kan dessutom
uppkomma pd grund av felaktig hybridisering av primrar eller kontaminering i laboratoriet. Negativa
reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-kdrning. Aven andra
varianter av RT-PCR med liknande dokumenterad effektivitet far anvindas.

I.1.3 RT-gPCR for pavisande av ISA-virus

Anvindningen av RT-qPCR kan oka specificiteten och férmodligen dven sensitiviteten. Metoden kan utforas
snabbare eftersom det inte krdvs ndgon gelelektrofores och risken for korskontaminering minskar eftersom det
ar mojligt att uppskatta mangden genomiska virus-RNA i provroret. En nackdel med RT-qPCR-metoden ir att
det ofta inte dr mojligt att sekvensera amplifierade produkter. Om den amplifierade produktens specificitet dr
oklar ska dock en annan metod som ir specifik for ISA-virus anvindas for att bekrifta resultatet.

Den metod som beskrivs i denna punkt (dvs. en metod som riktar in sig pd segmentet 8) ska anvindas.
Metoden ska omfatta isolat frin Europeiska unionen, Europeiska frihandelssammanslutningen (Efta) och
Nordamerika. Om mojligt ska enstegsmetoden anvindas eftersom den metoden minimerar risken for korskonta-
minering.

Framétriktad primer: 5'-CTACACAGCAGGATGCAGATGT-3'.
Bakatriktad primer: 5'-CAGGATGCCGGAAGTCGAT-3'.
Prob: 5'-FAM-CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3'.

Negativa reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-korning. Cykelfor-
héllanden: 1 cykel vid 50 °C i 30 minuter, 1 cykel vid 95 °C i 15 minuter samt 40 cykler vid 94 °C i
15 sekunder och 60 °C i 60 sekunder (justera vid behov). Aven andra varianter av RT-PCR eller RT-qPCR med
liknande dokumenterad effektivitet far anvindas.
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I.1.4  Sekvensering av amplifierade PCR-produkter
Framdtriktad primer (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA-3'.
Bakatriktad primer (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA-3'.

Negativa reagenskontroller utan templat och positiva reagenskontroller ska ingd i varje PCR-korning. Cykelfor-
héllanden (ettstegs-RT-PCR): 1 cykel vid 50 °C i 30 minuter, 1 cykel vid 94 °C i 15 minuter, 40 cykler vid 94 °C
i 30 sekunder, 55 °C i 30 sekunder och 72 °C i 60 sekunder samt 1 cykel vid 72 °C i 5 minuter (justera vid
behov). Aven andra varianter av RT-PCR eller RT-qPCR med liknande dokumenterad effektivitet fir anvindas.

Alternativt far foljande metod for sekvensering av HPR i segment 6 anvindas:
Framdtriktad primer: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3'.
Bakatriktad primer: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3".
Produktstorlek: 304 nukleotider om HPRO.

Aven andra RT-PCR-metoder som visat liknande sensitivitet och specificitet som den metod som beskrivs i
denna punkt fir anvindas.

Den amplifierade RT-PCR-produktens renhet ska kontrolleras med gelelektrofores fore sekvensering. Om endast
ett rent fragment forekommer ska det renas direkt frdn PCR-reaktionen. Om flera amplifierade fragment
forekommer ska det relevanta fragmentet renas med gelelektrofores. PCR-fragment ska renas frn losningar eller
agarosgel med spinnkolonner med affinitet for PCR-fragment enligt tillverkarens anvisningar.

Sekvensering ska utforas med primrar for amplifiering vid externa specialiserade sekvenseringsforetag.
Resultaten ska analyseras med sokverktyget BLAST och sekvenserna ska jimforas med andra kdnda sekvenser i
NCBL:s databas 6ver nukleotider (NCBI = National Centre for Biotechnical Information i Forenta staterna).

Sekvenseringen ska undanroja eventuella oklarheter om en amplifierad RT-PCR-produkts specificitet.

1.2 Isolering av ISA-virus i cellkulturer
[.2.1 Beredning av prover

Vidvnaden far forvaras vid — 80 °C. Vivnaden far endast frysas och tinas upp en gdng fore undersdkningen. For
overvakning och kontroll ska undersékningen genomforas sé snabbt som mojligt.

Varje prov (sammanslaget vdvnadsprov i transportlosning) ska vara fullstindigt homogeniserat med en validerad
homogenisator och centrifugeras vid 2 000-4 000 x g vid 0—6 °C i 15 minuter; ddrefter ska supernatanten
filtreras (0,45 pm) och inkuberas med en lika stor volym av ett pa limpligt sitt utspdtt sammanslaget antiserum
mot inhemska serotyper av IPN-virus. Antiserumets titer ska vara minst 1:2 000 i ett 50 % plackneutralisa-
tionstest. Blandningen ska inkuberas vid 15 °C i 1 timme. Detta utgér inokulatet.

Alla inokulat behandlas med antiserum mot IPN-virus (ett virus som i vissa delar av Europa finns i 50 % av alla
fiskprover) for att forhindra att en cytopatisk effekt (CPE) orsakad av IPN-virus utvecklas i inokulerade
cellkulturer. Sddan behandling far utforas for att gora de virologiska undersokningarna snabbare och ge farre fall
dir forekomsten av CPE skulle uppfattas som en potentiell indikation pd ISA-virus. Nir prover kommer frdn
produktionsenheter som anses fria frin IPN behover inokulat inte behandlas med antiserum mot IPN-virus.

.2.2  Inokulering i cellkulturer

Celler frén atlantlaxens njure (ASK-celler) ska anvindas for primér isolering av ISA-virus. Aven andra cellinjer
med dokumenterad effektivitet och sensitivitet vad géller isolering av ISA-virus far anvidndas, med beaktande av
stamvariationer och olika stammars forméga att replikera sig i olika cellinjer. ASK-celler verkar stodja isolering
och odling av de hittills kdnda virusisolaten, sd linge som celler med ett lagt passagenummer anvinds. En
tydligare cytopatisk effekt (CPE) kan upptrada i ASK-celler 4n i andra mottagliga cellinjer sésom SHK-1 (Salmon
head kidney-1).
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ASK-celler (passage 65 eller lagre) ska odlas i L-15-medium med 10 % fetalt bovinserum, 2 % (v/v) 200 mM L-
glutamin och 0,08 % (v/v) 50 mM 2-merkaptoetanol i mikrotiterplattor. Organsuspension som behandlats med
antiserum ska inokuleras i unga, aktivt vixande cellkulturer sd att den slutliga spddningen av vdvnadsmaterial i
odlingsmedium blir 1:1 000. For varje organ ska en suspension av 40 pl inokulat tillsittas en brunn med 2 ml
odlingsmedium. For att minimera risken for korskontaminering ska separata 12- eller 24-halsplattor anvinds for
prover fran olika platser pé fiskodlingsanldggningen.

En platta ska anvdndas som negativ kontroll och limnas oinokulerad. En separat platta ska anvindas som
positiv kontroll och inokuleras med ett referensisolat av ISA-virus enligt foljande. Den forsta brunnen ska
inokuleras med 100 pl av en stamberedning av ISA-virus (minst titer 107 TCID;,/ml (50 % Tissue Culture Infective
Dose) och blandas. En volym av detta material ska Overforas frin den forsta brunnen till den andra for en
utspadning pd 1:10 och blandas. Detta ska upprepas over hela plattan for att gora sex tiofaldiga spadningar.
Stamberedningar av ISA-virus kan forvaras vid — 80 °C i minst tvd dr, men om de tinas upp madste de anvindas
inom tre dagar. Korskontaminering av testplattorna med positivt kontrollmaterial ska forhindras. For att
forhindra detta ska positiva kontroller beredas och hanteras separat frin testplattorna. Om ASK-cellerna
genomgdr ett sensitivitetstest mot ISA-virusisolat var sjitte manad kan detta ersitta anvidndningen av en positiv
kontroll vid varje inokulering.

Prover ska inkuberas vid 15 + 2 °C i upp till 15 dagar. Cellkulturerna ska undersokas med mikroskop avseende
CPE dag 5-7 och 12-14 efter inokulering. Om ett sammanslaget prov uppvisar CPE ska forfaranden for
identifiering av virus enligt punkt I1.2.4 paborjas omedelbart. Om ingen CPE iakttas senast dag 14 ska ett
indirekt fluorescerande antikroppstest (IFAT), ett hemadsorptionstest eller en RT-PCR utforas.

1.2.3  Subkultivering

Subkultivering ska goras dag 13-15. Cellkulturernas supernatant ska tillsittas brunnar med firska aktivt
vixande celler i lamplig spadning (1:10) i mikrotiterplattor och inkuberas vid 14 + 2 °C i upp till 18 dagar.
Cellkulturerna ska undersokas med mikroskop avseende CPE dag 5-7 och 14-18 efter inokulering. Om ett
sammanslaget prov uppvisar CPE ska forfaranden for identifiering av virus enligt punkt I1.2.4 paborjas
omedelbart. Om ingen CPE iakttas senast dag 14-18 ska ett hemadsorptionstest eller en RT-PCR utforas.

Om cytotoxicitet forekommer under inkuberingens 7 forsta dagar ska subkultivering goras i detta skede och
cellerna ska inkuberas i 14-18 dagar och direfter dterigen subkultiveras med ytterligare 14-18 dagars
inkubering. Om cytotoxicitet forekommer efter 7 dagar ska cellerna subkultiveras en gdng och inkuberas sa att
de inkuberas i totalt 28-36 dagar frdn primarinokuleringen.

Om bakteriell kontaminering forekommer i primédrkulturen ska testet genomforas pd nytt med det
viavnadshomogenat som forvarats vid — 80 °C. Fore inokulering ska viavnadshomogenatet centrifugeras vid
4000 x g vid 0-6 °C i 15-30 minuter och supernatanten ska filtreras genom 0,22 pm. Om bakteriell
kontaminering forekommer vid subkultiveringen ska supernatanten filtreras genom 0,22 um, inokuleras i firska
celler och inkuberas i ytterligare 14-18 dagar.

.2.4  Tester for identifiering av virus

Om tecken pd CPE iakttas i ndgot skede eller om ett hemadsorptionstest 4r positivt ska identifiering av virus
genomforas. Den rekommenderade metoden for identifiering av ISA-virus ska vara RT-PCR enligt punkt IL1
eller immunofluorescens (IF) enligt punkt 11.2.6. Om det bedoms att andra virus kan forekomma ska
kompletterande tester for identifiering av virus genomforas. Om dessa tester inte leder till en siker identifiering
av viruset inom en vecka ska supernatanten skickas for omedelbar identifiering till

a) OIE:s (Virldsorganisationen for djurhilsa) referenslaboratorium for ILA[ISA, eller

b) ett nationellt referenslaboratorium eller EU:s referenslaboratorium for fisksjukdomar som avses i bilaga VI till
direktiv 2006/88/EG.

[.2.5 Hemadsorptionstest

Eftersom replikation av ISA-virus i cellkulturer inte alltid resulterar i CPE ska varje brunn genomgéd en RT-PCR,
ett hemadsorptionstest enligt denna punkt eller ett IF-test enligt punkt I1.2.6.
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Cellodlingsmediet ska avldgsnas frén varje brunn, dven frdn brunnarna for de positiva och negativa kontrollerna,
och placeras i mirkta sterila ror. 500 pl av en 0,2 % (v[v) suspension av tvittade roda blodkroppar fran kanin
eller hst eller en 0,05 % (v/v) suspension av tvittade roda blodkroppar fran regnbége eller atlantlax ska tillsittas
varje brunn och inkuberas i rumstemperatur i 45 minuter. De roda blodkropparna ska avligsnas och varje
brunn ska tvittas tvd gdnger med L-15-medium. Varje brunn ska undersokas med mikroskop.

Forekomsten av kluster med roda blodkroppar som &r fista vid ASK-cellernas yta visar pa trolig infektion
orsakad av ortomyxovirus. Om ett hemadsorptionstest dr positivt ska ett test for identifiering av virus enligt
punkt I1.2.4 genomféras omedelbart.

[.2.6  Immunofluorescens (IF)

ASK-celler (passage 65 eller lagre) ska odlas i L-15-medium med 10 % fetalt bovinserum, 2 % (v/v) 200 mM L-
glutamin och 0,08 % (v/v) 50 mM 2-merkaptoetanol i mikrotiterplattor och anvindas vid konfluens 6ver 50 %.
Aven andra cellinjer eller odlingsmedier med dokumenterad effektivitet far anvindas. 225 ul supernatant frin
odling som ir smittad med det férmodade viruset ska tillsittas tvd brunnar, blandas och direfter ska 225 pl
overforas till tvd ytterligare brunnar, dvs. en spidning pd 1:5. Tvd ytterligare brunnar ska anvinds som
kontroller och limnas oinokulerade. Prover frin varje plats pa fiskodlingsanldggningen ska hanteras pd separata
plattor, liksom viruskontrollen. Som viruskontroll ska ett referensisolat av ISA-virus anvindas.

Plattorna ska inkuberas vid 14 + 2 °C och undersokas med mikroskop i upp till 7 dagar. Nir en tidig CPE
iakttas, eller om ingen CPE iakttas inom 7 dagar, ska plattorna fixeras. Brunnarna ska tvittas med PBS och
fixeras genom inkubering med 80 % aceton vid rumstemperatur i 20 minuter. Plattorna ska lufttorkas och
fargas omedelbart eller forvaras vid 0—6 °C i hogst 24 timmar fore firgning.

Replikatbrunnar ska firgas med en blandning av de monoklonala antikropparna (MAb) 3H6F8 och 10C9F5
mot ISA-virus, eller med andra MAb med dokumenterad effektivitet och specificitet, utspidda i PBS och
inkuberas vid 37 + 4 °C i 30 minuter. MADb ska avligsnas och plattorna ska tvittas tre gdnger med PBS med
0,05 % Tween 20. FITC-konjugerade antikroppar mot mus IgG utspadda i PBS ska tillsdttas varje brunn och
inkuberas vid 37 + 4 °C i 30 minuter. Varje laboratorium ska optimera spadningen av olika batcher av MAb och
FITC-konjugat. Antikropparna ska avligsnas och plattorna ska tvittas tre gdnger med PBS med 0,05 %
Tween 20.

Brunnarna ska omedelbart undersokas med ett inverterat fluorescensmikroskop med lampligt filter for
excitation av FITC. Ett test ska anses positivt om fluorescerande celler kan iakttas. For att ett test ska vara giltigt
ska de positiva kontrollerna ge positiva resultat och de negativa kontrollerna ge negativa resultat.

1.3 Undersokning av andra vdvnader

Den metod som avses i punkt 11.2.6 fir anvindas pd andra fiskvdvnader, t.ex. lever, mjilte och hjirta, forutsatt
att en rimlig mangd endotelceller, leukocyter eller lymfocyter kan placeras pd objektglaset. Firgningsforfarandet
ska vara detsamma for varje vdvnad, dven om det for vissa vdvnader kan vara limpligare att utelimna
fargningen med propidiumjodid och i stillet anvinda faskontrastbelysning for att identifiera de celltyper som
forekommer i imprintet.

1.4 Histologi
Paraffininbiaddade preparat ska snittas i 5 pm tunna skivor och fargas med hematoxylin och eosin.

De histologiska forandringarna i kliniskt sjuk atlantlax varierar men de kan omfatta foljande:

a) Ansamling av erytrocyter i primarlamellens centralvendsa sinus och sekundirlamellernas kapilldrer i gilarna,
dir erytrocyttromber ocksd kan bildas.

b) Multifokala till sammanflytande petekier eller nekros av hepatocyter, eller bada, en bit fran de storre kirlen i
levern. Multifokal ackumulering av erytrocyter i dilaterade sinusoider i levern.
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¢) Ackumulering av erytrocyter i blodkarlen i tarmens lamina propria och sd smaningom blédningar i lamina
propria.

d) Mjiltens stroma utspént pa grund av ackumulering av erytrocyter.

e) Lindrig multifokal till utbredd interstitiell blodning med tubulir nekros i de blédande omrdden samt
ackumulering av erytrocyter i glomeruli i njuren.

f) Erytrofagocytos i mjdlten och sekundira blodningar i lever och njure.

Immunhistokemi (IHK)

Polyklonala antikroppar mot ISA-virusets nukleoprotein ska anvindas pd paraffinpreparat av formalinfixerad
vivnad. De organ som ska undersokas ska vara njurens mellersta del, hjirta (6vergdngsomréden inklusive alla
tre kamrarna och klaffar). Misstinkta fall baserade pad patologiska tecken ska bekriftas med en positiv IHK.
Histologiska preparat ska beredas i enlighet med standardmetoder.

1. Beredning av vivnadspreparat

Viavnaderna ska fixeras i neutral fosfatbuffrad 10 % formalinlosning i minst 1 dag och dehydreras med etanol
i stigande koncentration, direfter ska etanolen avligsnas i xylen och vidvnaderna ska inbdddas i paraffin
enligt standardprotokoll. Cirka 5 pm tunna preparat (f6r IHK placerade pd poly-L-lysinbelagda objektglas) ska
upphettas vid 56-58 °C (hogst 60 °C) i 20 minuter och paraffinet ska avligsnas med xylen, darefter
rehydreras preparaten med etanol i sjunkande koncentration och firgas med hematoxylin och eosin for
patomorfologi och IHK i enlighet med punkt 2.

2. Firgningsforfarande for IHK
Alla inkuberingar ska utforas vid rumstemperatur pa vippbord, sdvida inte annat foreskrivs i detta beslut.

a) Antigen retrieval ska utféras genom att preparaten kokas i 0,1 M citratbuffert (pH 6,0) i 2 x 6 minuter,
foljt av blockering med 5 % fettfri torrmjolk och 2 % getserum i 50 mM TBS (Tris Buffered Saline: 50 mM
Tris/HCl, 150 mM Nadl, pH 7,6) i 20 minuter.

b) Preparaten ska sedan inkuberas Gver natten med priméra antikroppar (monoklonala kanin-antikroppar
mot ISA-virusets nukleoprotein) utspidda i TBS med 1 % fettfri torrmjolk, foljt av tre tvittar med TBS
med 0,1 % Tween 20.

¢) For pavisande av bundna antikroppar ska preparaten inkuberas med alkaliska fosfatas-konjugerade
antikroppar mot kanin IgG i 60 minuter. Efter en slutlig tvatt ska Fast Red (1 mg/ml) och naftol-AS-MX
fosfat (0,2 mg/ml) med 1 mM levamisol i 0,1 M TBS (pH 8,2) tillsittas for infargning i 20 minuter.
Preparaten ska direfter tvittas i kranvatten fore motfargning med Harris hematoxylin och monteras med
vattenbaserat monteringsmedel. Vavnadspreparat som 4r positiva och negativa for ISA-virus ska ingd som
kontroller i varje provomgang.

3. Tolkning av resultatet av IHK
Resultatet av IHK-testet ska tolkas enligt de foljande leden a och b:

a) Kontrollpreparat ska anses vara positiva nir det konstateras att i kontrollpreparaten har blodkirlens
endotelceller i endokardium en klart synlig rod[rodaktig cytoplasmatisk och intranukledr infirgning. Ett
provpreparat ska endast anses som positivc om endotelcellerna har en sidan tydlig intranukledr rod
infirgning.

b) Kontrollpreparaten ska anses vara negativa om de inte har ndgon betydande infirgning.

Eftersom den intranukledra placeringen av ortomyxovirusets nukleoprotein ir specifik for ett visst skede av
virusreplikationen och den samtidiga cytoplasmatiska infirgningen oftast 4r dominerande, ska cytoplasmatisk
infirgning och andra infirgningsmonster som inte 4r intranukledra anses vara icke-specifika eller
ofullstandiga.
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De starkaste positiva infirgningarna observeras oftast i endotelceller frin hjirta och njure. Infirgningen av
endotelceller med mycket omfattande hemorragiska lesioner kan vara liten eller obefintlig, eventuellt pa
grund av att smittade endotelceller har lyserat.

DEL 4

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH FORFARANDEN FOR OVERVAKNING OCH BEKRAFTELSE AV
FOREKOMST AV INFEKTION ORSAKAD AV MARTEILIA REFRINGENS

L Detaljerade diagnostiska metoder och férfaranden f6r diagnos av infektion orsakad av Marteilia refringens

Nar provtagning och laboratorieanalys for att erhdlla eller f4 behdlla en hilsostatus med avseende pa infektion
orsakad av Marteilia refringens i enlighet med del 4 avsnitt I i bilaga I eller for att bekrifta eller utesluta
forekomst av den fortecknade sjukdomen i enlighet med artikel 57 b i direktiv 2006/88/EG med de diagnostiska
metoderna i del 4 avsnitt II i bilaga I, ska de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i
punkterna .1, .2 och 1.3 tillimpas.

L1 Provtagningsforfarande

Provtagning av enskilda blotdjur med 6ppna skal eller nydoda blotdjur ska prioriteras for att forbittra chanserna
att hitta smittade djur.

Provtagna ostron eller musslor ska forvaras vid 4 °C eller pé kyld is i hogst 24 timmar om proverna innehéller
blotdjur med 6ppna skal och i hogst 72 timmar om de inte innehéller sddana; de ska forvaras i en plastpise
med en etikett med uppgifter om ostronens eller musslornas typ och ursprung. Blétdjur med 6ppna skal eller
nydoda blotdjur ska forvaras separat fran andra blotdjur.

Ett 3-5 mm tunt vdvnadspreparat, inklusive gilar och hjirtvivnad, ska anvindas for diagnos av Marteilia
refringens genom histologi. En bit av digestionskorteln ska anvindas for vissa tester, bl.a. imprint och PCR.

1.2 Mikroskopiska metoder
[2.1  Cytologi (imprintcytologi)

Efter det att digestionskortelvivnader torkats med absorberande papper ska flera imprint goras pa ett objektglas.
Objektglasen ska lufttorkas, fixeras i metanol eller absolut etanol och firgas med ett kommersiellt tillgangligt kit
for infirgning av blod (t.ex. Diff-Quick® eller Hemacolor®) enligt tillverkarens anvisningar. Efter skéljning med
kranvatten och torkning ska objektglasen monteras med tickglas och med ett limpligt syntetiskt
monteringsmedel. Objektglasen ska forst undersokas vid 200 x forstoring och direfter med immersionsolja vid
1 000 x forstoring.

Ett positivt resultat ska vara observation av celler i storlekar upp till 30-40 pm. Cytoplasman firgas basofilt,
medan cellkirnan firgas eosinofilt. Ljusa halor runt stora, starkt fargade (refraktila) granula och i stérre celler
kan primir-, sekundar- och tertidrstadier observeras.

Metoden dr inte artspecifik for parasiter.

1.2.2  Histologi

Vidvnadspreparat som omfattar gilar, digestionskortel, mantel och gonad ska fixeras i minst 24 timmar i
Davidsons fixeringsmedel, foljt av normal bearbetning for histologi med paraffininbiaddning och firgning, t.ex.
med hematoxylin och eosin. Undersokningar ska goras i allt storre frstoring upp till 1 000 x.

Ett positivt resultat ska vara observation av celler i storlekarna 4-40 pum. De tidiga stadierna bestir av
multinukleira celler som dr sfiriska till avldnga. Dessa dterfinns framst i matstrupens och magsickens epitel och
ibland i labiala palperna. Sporbildning omfattar celldelning inom celler och dger rum i digestionskortels tubuli
och kanaler. Refraktila granula syns vid sporbildningen men inte i de tidiga stadierna. I de sena infektions-
stadierna observeras fria sporangier i lumen i mag-tarmkanalen. Cytoplasman firgas basofilt, medan cellkdrnan
fargas eosinofilt. Granula kan variera frin intensivt orange till intensivt rod.

Metoden dr inte artspecifik for parasiter.
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L3 Molekylira metoder
1.3.1  DNA-extraktion

DNA ska extraheras i enlighet med standardforfaranden.

Kommersiellt tillgdngliga DNA-extraktionskit som ger hogkvalitativt DNA som ldmpar sig f6r anvindning med
de protokoll for PCR som anges i punkt .3.2 fir anvindas.

[.3.2 PCR

Flera PCR-protokoll har utarbetats och publicerats.

PCR-primrar som riktar in sig pd ITS1-regionen (internal transcribed spacer) ska anvindas eftersom de kan
amplifiera endast Marteilia refringens.

PCR ska utforas i volymen 50 pl. PCR-blandningar ska innehélla buffert (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCl
[pH 9,0 vid 25 °C] och 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP-mix, 1 puM framdtriktade och
bakétriktade primrar, 0,02 enheter/ul Taq DNA-polymeras och 10-100 ng extraherat DNA. Efter att DNA har
denaturerats vid 94 °C i 5 minuter ska 30 cykler koras enligt foljande: denaturering vid 94 °C i 1 minut,
hybridisering vid 55 °C i 1 minut och elongering vid 72 °C i 1 minut per kilobaspar. En slutlig elongering vid
72 °C i 10 minuter ska utforas. For pavisande av Marteilia refringens ska PCR genomféras med primrar som
riktar in sig pd ITS1-regionen (5'-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3" och 5'-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-
CG-3)).

Positiva kontroller ska bestd av genomiskt DNA fran ett ytterst smittat vird-DNA eller plasmid-DNA, inklusive
malregionen.

Negativa kontroller ska bestd av genomiskt DNA fran icke-smittade virdar och PCR-reagens utan mal-DNA.

Ett positivt resultat ska vara positiv PCR-amplifiering vid den forvintade storleken (412 baspar) och alla
negativa kontroller ska vara negativa och alla positiva kontroller positiva.

3.3 In situ-hybridisering (ISH)

Flera ISH-protokoll har utarbetats och publicerats.
Den prob som riktar in sig pd SSU rRNA ska anvindas eftersom den har validerats mot histologi.

Vavnadspreparat som omfattar gilar och digestionskortel ska fixeras i minst 24 timmar i Davidsons
fixeringsmedel, f6ljt av normal bearbetning for histologi med paraffininbdddning. Preparatet ska snittas i 5 pm
tunna skivor som placeras pd aminoalkylsilanbelagda objektglas som sedan ska vdrmas vid 40 °C &ver natten.
Paraffinet ska avldgsnas ur preparaten genom nedsinkning i xylen i 10 minuter. Detta steg ska upprepas en
ging och sedan ska losningsmedlet avldgsnas genom nedsdnkning i tvd successiva bad med absolut etanol pa
10 minuter vardera. Preparaten ska direfter dehydreras genom nedsidnkning i etanol i stigande koncentration.
Preparaten ska behandlas med proteinas K (100 ug/ml) i TE-buffert (50 mM Tris, 10 mM EDTA) vid 37 °C i
30 minuter. Objektglasen ska dehydreras genom nedsinkning i etanol i stigande koncentration och sedan
lufttorkas. Preparaten ska inkuberas med 100 pl hybridiseringsbuffert (4 x SSC [Standard Saline Citrate], 50 %
formamid, 1 x Denhardts losning, 250 pg/ml jist tRNA, 10 % dextransulfat) innehdllande 10 ng (1 pl av de
PCR-reaktanter som bereds enligt punkt 1.3.2 med primrarna CCG-GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG och TTC-GGG-
TGG-TCT-TGA-AAG-GC) av den digoxigeninmarkta proben. Preparaten ska tickas med in situ-tickglas i plast
och placeras pé ett virmeblock vid 95 °C i 5 minuter. Objektglasen ska dérefter kylas pé is i 1 minut innan de
hybridiseras vid 42 °C 6ver natten i en fuktkammare. Preparaten ska tvittas 2 x 5 minuter med 2 x SSC vid
rumstemperatur och 1 x 10 minuter med 0,4 x SSC vid 42 °C. Pdvisandet ska utforas enligt tillverkarens
anvisningar. Objektglasen ska sedan skoljas med sterilt destillerat vatten (dH,0). Preparaten ska motfirgas med
Bismarck Brown Yellow, skoljas i dH,0 och monteras med tickglas och med ett vattenbaserat monteringsmedel.

Positiva och negativa kontroller ska vara preparat fran kdnda smittade respektive icke-smittade vardar.
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Ett positivt resultat ska visas genom lila-svart markning av Marteilia refringens-celler i kinda malvavnader och
alla negativa kontroller ska vara negativa och alla positiva kontroller positiva.

1.3.4  Sekvensering
Sekvensering ska genomféras som ett av de sista stegen for bekrdftande diagnos. Malregioner dr SSU rDNA
och ITS1.

IL. Detaljerade diagnostiska metoder och forfaranden for 6vervakning och bekriftelse av forekomst av infektion
orsakad av Marteilia refringens
For overvakningsprogram och for att bekrifta forekomst av infektion orsakad av Marteilia refringens eller for att

utesluta misstanke om forekomst av den fortecknade sjukdomen i enlighet med kraven i del 4 avsnitt II i
bilaga [, ska de diagnostiska metoder och motsvarande férfaranden som anvinds f6lja riktlinjerna i tabell 4.1.

Tabell 4.1

Riktlinjer for anvindning av diagnostiska metoder for 6vervakningsprogram och for att bekrifta eller
utesluta forekomst av infektion orsakad av Marteilia refringens

Metod Riktad 6vervakning Presumtiv diagnos Bekriftande diagnos
Imprint av digestionskortel X X X, eller
Histopatologi X X, eller
In situ-hybridisering X, och
PCR X X X, och
Sekvensering X
DEL 5

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH FORFARANDEN FOR OVERVAKNING OCH BEKRAFTELSE AV
FOREKOMST AV INFEKTION ORSAKAD AV BONAMIA OSTREAE

L Forfaranden for diagnos av infektion orsakad av Bonamia ostreae

Nir provtagning och laboratorieanalys for att erhédlla eller f4 behdlla en viss hilsostatus med avseende pa
Bonamia ostreae i enlighet med del 5 avsnitt I i bilaga I eller for att bekrifta eller utesluta forekomst av den
fortecknade sjukdomen i enlighet med artikel 57 b i direktiv 2006/88/EG med de diagnostiska metoderna i
del 5 avsnitt II i bilaga I, ska de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i de f6ljande punkterna L1,
1.2 och 1.3 tillimpas.

L1 Provbearbetning

Provtagning av enskilda blotdjur med 6ppna skal eller nydoda blotdjur ska prioriteras for att forbittra chanserna
att hitta smittade djur.

Provtagna ostron ska forvaras vid 4 °C eller pa kyld is i hogst 24 timmar om proverna innehéller blotdjur med
oppna skal och i hogst 72 timmar om de inte innehdller sddana; de ska forvaras i en plastpdse med en etikett
med uppgifter om ostronens typ och ursprung. Blotdjur med 6ppna skal eller nydoda blotdjur ska forvaras
separat fran andra blétdjur.

Ett 3-5 mm tunt vdvnadspreparat, inklusive gilar och hjirtvdvnad, ska anvindas for diagnostik av Bonamia
ostreae genom histologi. En bit av digestionskorteln ska anvindas for vissa tester, bl.a. imprint och PCR.
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1.2 Mikroskopiska metoder
[.2.1  Cytologi (imprintcytologi)

Efter det att gilarna eller hjartvivnaden torkats med absorberande papper ska flera imprint goras pd ett
objektglas. Objektglasen ska lufttorkas, fixeras i metanol eller absolut etanol och firgas med ett kommersiellt
tillgdngligt kit for infirgning av blod (dvs. Diff-Quick® eller Hemacolor®) enligt tillverkarens anvisningar. Efter
skoljning med kranvatten och torkning ska objektglasen monteras med tickglas och med ett lampligt syntetiskt
monteringsmedel. Objektglasen ska forst undersokas vid 200 x forstoring och direfter med immersionsolja vid
1 000 x forstoring.

Ett positivt resultat ska vara forekomst av sma sfiriska eller dggformade organismer (diameter 2-5 pm) i
hemocyter. Parasiten kan dock dven forekomma extracelluldrt. Dessa organismer har en basofil cytoplasma och
en eosinofil cellkirna (firgerna kan variera beroende pé vilken firg som anvinds) och eftersom de sprids pa
objektglas kan de verka bredare pd imprint dn vid histologisk undersokning. Multinukledra celler kan
observeras. Metoden ir inte artspecifik for parasiter.

[.2.2  Histologi

Vavnadspreparat som omfattar gilar, digestionskortel, mantel och gonad ska fixeras i minst 24 timmar i
Davidsons fixeringsmedel, foljt av normal bearbetning for histologi med paraffininbidddning och firgning, t.ex.
med hematoxylin och eosin. Undersokningar ska goras i allt storre forstoring upp till 1 000 x.

Ett positivt resultat ska vara forekomst av parasiter, som mycket sma celler med en diameter pd 2-5 pm, i
hemocyterna eller fria i bindvév eller sinus i gile, tarm och mantelepitel, vilket ofta dr forbunden med en
intensiv inflammatorisk reaktion. For att undvika eventuella oklarheter ska parasiten observeras inne i
hemocyten for en positiv diagnos. Metoden ar inte artspecifik for parasiter.

L3 Molekylira metoder

[.3.1  DNA-extraktion

DNA ska extraheras i enlighet med standardforfaranden.

Kommersiellt tillgdngliga DNA-extraktionskit som ger hogkvalitativc DNA som lampar sig for anvindning med
de protokoll for PCR som anges nedan fr anvindas.

[.3.2  PCR
Flera PCR-protokoll har utarbetats och publicerats.
Tva PCR-protokoll som riktar in sig pd SSU rDNA fér anvindas:

a) Det forsta protokollet dr en konventionell PCR som amplifierar flera medlemmar av Haplosporidia, inklusive
Bonamia spp. Primrarna som betecknas Bo och Boas dr 5'-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-GCC-GC-3" respektive
5'-CTG-ATC-GTC-TTC-GAT-CCC-CC-3" och amplifierar en produkt pd 300 baspar. PCR-blandningar
innehdller buffert (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCl [pH 9,0 vid 25 °C] och 1 % Triton® X-100), 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP-mix, 1 pM framdtriktade och bakdtriktade primrar, 0,02 enheter/ul Taq DNA-
polymeras och 0,2 ng/ul av DNA-templatet och har en total volym pd 50 pl. Proverna ska denatureras i en
termocykler vid 94 °C i 5 minuter, {6ljt av 35 cykler (94 °C i 1 minut, 55 °C i 1 minut och 72 °C i 1 minut)
och en slutlig elongering vid 72 °C i 10 minuter.

Positiva kontroller ska bestd av genomiskt DNA frin ett ytterst smittat vird-DNA eller plasmid-DNA,
inklusive mélregionen.

Negativa kontroller ska bestd av genomiskt DNA frdn icke-smittade virdar och PCR-reagens utan mal-DNA.

Ett positivt resultat ska vara positiv PCR-amplifiering vid den férvintade storleken (300 baspar) och alla
negativa kontroller ska vara negativa och alla positiva kontroller positiva.
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b) Det andra PCR-protokollet dr en SYBR® Green realtids-PCR-metod. Protokollet gor det mojligt att specifikt
pavisa B. ostreae och kan kombineras med en SYBR® Green realtids-PCR-metod som mojliggor att specifikt
pavisa B. exitiosa (Ramilo et al., 2013).

Primrarna BOSTRE-F (5'-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’) och BOSTRE-R (5'-TCGCGGTTGAATTTTATCGT-
3') amplifierar en produkt pd 208 baspar. PCR-blandningar innehdller SYBR® Green Master Mix (1 x),
0,3 pM framaétriktade och bakdtriktade primrar och 200 ng extraherat DNA. Proverna ska denatureras i ett
PCR-instrument med realtidsdetektion vid 95 °C i 10 minuter, f6ljt av 35 cykler (95 °C i 30 sekunder, 55 °C
i 45 sekunder och 72 °C i 1 minut). Smaltkurvan ska analyseras med temperatur6kningar pd 0,5 °C/s frin
55 °C till 95 °C och fluorescens ska registreras vid varje temperaturandring.

Positiva kontroller ska bestd av genomiskt DNA frin ett ytterst smittat vird-DNA eller plasmid-DNA,
inklusive mélregionen.

Negativa kontroller ska bestd av genomiskt DNA frén icke-smittade virdar och PCR-reagens utan mal-DNA.

Ett positivt resultat ska vara positiv PCR-amplifiering med en unik smélttemperaturtopp (78,25 + 0,25 °C vid
de forhallanden som publicerats av Ramilo et al., 2013) och alla negativa kontroller ska vara negativa och
alla positiva kontroller positiva.

1.3.3  Insitu-hybridisering (ISH)

Flera ISH-protokoll har utarbetats och publicerats.

En prob som riktar in sig pd SSU rDNA ska anvindas, dven om det har visats att den korsreagerar med vissa
andra medlemmar i familjen Haplosporidia.

Vavnadspreparat som omfattar gilar och digestionskortel ska fixeras i minst 24 timmar i Davidsons
fixeringsmedel, f6ljt av normal bearbetning for histologi med paraffininbaddning. Preparatet ska snittas i 5 um
tunna skivor som placeras pd aminoalkylsilanbelagda objektglas som sedan ska vdrmas vid 40 °C &ver natten.
Paraffinet ska avldgsnas ur preparaten genom nedsinkning i xylen i 10 minuter. Detta steg ska upprepas en
ging och sedan ska losningsmedlet avlidgsnas genom nedsinkning i tvd successiva bad med absolut etanol pa
10 minuter vardera. Preparaten ska direfter dehydreras genom nedsdnkning i etanol i stigande koncentration.
Preparaten ska behandlas med proteinas K (100 ug/ml) i TE-buffert (50 mM Tris, 10 mM EDTA) vid 37 °C i
30 minuter. Objektglasen ska dehydreras genom nedsinkning i etanol i stigande koncentration och sedan
lufttorkas. Preparaten ska inkuberas med 100 pl hybridiseringsbuffert (4 x SSC [Standard Saline Citrate], 50 %
formamid, 1 x Denhardts 16sning, 250 pg/ml jist tRNA, 10 % dextransulfat) innehéllande 20 ng (2 pl av den
PCR-reaktion som bereds enligt punkt .3.2 med primrarna Bo och Boas) av den digoxigeninmirkta proben.
Preparaten ska tickas med in situ-tickglas i plast och placeras pd ett virmeblock vid 95 °C i 5 minuter.
Objektglasen ska ddrefter kylas pd is i 1 minut innan de hybridiseras vid 42 °C over natten i en fuktkammare.
Preparaten ska tvittas 2 x 5 minuter med 2 x SSC vid rumstemperatur och 1 x 10 minuter med 0,4 x SSC vid
42 °C. Pavisandet ska utforas enligt tillverkarens anvisningar. Objektglasen ska sedan skoljas med sterilt
destillerat vatten (dH,O). Preparaten ska motfirgas med Bismarck Brown Yellow, skoljas i dH,0 och monteras
med tdckglas och med ett vattenbaserat monteringsmedel.

Positiva och negativa kontroller ska vara preparat fran kdnda smittade respektive icke-smittade vardar.

Ett positivt resultat ska motsvara de markta parasiterna inne i hemocyterna och alla negativa kontroller ska vara
negativa och alla positiva kontroller positiva.

1.3.4  Sekvensering

Sekvensering ska genomforas som ett av de sista stegen for bekriftande diagnos. Mélregioner ska vara SSU
rDNA och ITS1.
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IL Forfaranden for vervakning och bekriftelse av forekomst av infektion orsakad av Bonamia ostreae
For 6vervakning och for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av infektion orsakad av Bonamia

ostreae i enlighet med kraven i i del 5 avsnitt II i bilaga I, ska de diagnostiska metoder och motsvarande
forfaranden som anvinds folja riktlinjerna i tabell 5.1.

Tabell 5.1.

Riktlinjer for anvindning av diagnostiska metoder f6r 6vervakningsprogram och for att utesluta eller
bekrifta forekomst av infektion orsakad av Bonamia ostreae

Metod Riktad vervakning Presumtiv diagnos Bekriftande diagnos
Imprint av hjirta eller gal X X X, eller
Histopatologi X X, eller
In situ-hybridisering X, och
PCR X X X, och
Sekvensering X
DEL 6

DETALJERADE DIAGNOSTISKA METODER OCH Ff)RFARANpEN FOR OVERVAKNING OCH BEKRAFTELSE AV
FOREKOMST AV VITPRICKIG KRAFTDJURSSJUKA (WSD)

1. Diagnostiska forfaranden for pavisande av White spot syndrome virus (WSSV)

Nir provtagning och laboratorieanalys genomfors for de Gvervaknings- och utrotningsprogram som anges i
del 6 avsnitt I i bilaga I och for att utesluta misstanke om eller bekrifta forekomst av infektion orsakad av
WSSV i enlighet med artikel 57 b i direktiv 2006/88/EG med de diagnostiska metoderna i del 6 avsnitt II i
bilaga I, ska de detaljerade diagnostiska metoderna och forfarandena i punkterna 2-7 tillimpas.

De metoder och forfaranden som beskrivs i denna del av bilaga II har anpassats efter det ISO 17025-
ackrediterade test som tillimpas vid EU:s referenslaboratorium fér kraftdjurssjukdomar. Aven alternativa tillviga-
gingssitt, metoder med likvirdiga foérhéllanden eller kit framstillda av olika tillverkare, som ger likvirdig
sensitivitet och specificitet som de metoder som beskrivs i denna del fir tillimpas. PCR-amplifierade produkter
ska under alla omstindigheter sekvenseras for att bekrafta WSSV.

2. Provbearbetning

Kriftdjursvavnad (bakkroppsben och gilar) innehdllande WSSV fir forvaras i etanol eller RNAlater, eller
snabbfrysas vid — 80 °C. De steg som kravs for att identifiera WSSV frdn vivnadsprover ir foljande:
homogenisering av vidvnad, DNA-extraktion, specifik amplifiering av DNA fran WSSV med PCR, visualisering av
den amplifierade produkten pé en gel, DNA-rening och sekvensering for att bekrifta patogenens identitet.

3. Homogenisering av vivnad

Sonderdelningen av vdvnad och beredningen av ett homogenat i en limplig buffert ska utféras med FastPrep
homogenisator och Lysing Matrix A-ror (MP Biomedicals). Vavnaden ska vdgas, placeras i Lysing Matrix A-ror,
spadas 1:10 (w/v) eller enligt tillverkarens anvisningar med en limplig buffert (G2 och 10 pl proteinas K for
DNA Tissue kit (Qiagen)) och homogeniseras med FastPrep-24 homogenisator i 2 minuter. Homogeniserade
prover ska inkuberas vid 56 °C i minst 4 timmar eller 6ver natten. Proverna ska vortexas, centrifugeras vid
9 000 rpm i 2 minuter och 50 pl supernatant eller en volym som motsvarar 5 mg vivnad (dvs. den vdvnadsvikt
som dr optimal for extraktionskit) ska tillsdttas ett provror for DNA-extraktion och fyllas upp till 200 pl med
G2 buffert.
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4. DNA-extraktion

Totalt DNA ska extraheras med ett DNA-extraktionskit for vdvnader och EZ1 Advanced XL Biorobot (Qiagen)
enligt tillverkarens anvisningar. En extraktionskontroll (DNA fran kalvthymus) och en negativ kontroll (G2
buffert) ska koras med varje batch prover. DNA ska elueras i volymen 50 pl. For att sikerstilla att extraktionen
har lyckats ska DNA-koncentrationen i alla prover och kontroller bestimmas med en NanoDrop-maskin.
Extraherat DNA ska frysas vid — 20 °C om det inte ska anvindas omedelbart.

5. PCR for pivisande av WSSV

Det protokoll som ska anvindas for pavisande av WSSV och som beskrivs i f6ljande stycken anvinder nastad
PCR och amplifierar tvd av 18s rRNA-genens amplikon pd 1 447 baspar och 848 baspar i den forsta respektive
andra PCR-omgangen.

Den forsta PCR-reaktionen ska utforas i volymen 50 pl som innehdller en slutlig koncentration pd 1 x GoTaq
buffert (Promega), 5 mM MgCl,, 1 pmol/ul WSSV 146 F1 primer, 1 pmol/ul WSSV 146 R1 primer (tabell 1),
0,25 mM dNTPs, 1,25 enheter Taq polymeras och 2,5 ul DNA. Varje prov ska koras som duplikat tillsammans
med en negativ extraktionskontroll, en negativ PCR-kontroll (2,5 ul H,O tillsitts i stillet for DNA) och en
positiv kontroll. Den positiva kontrollen ska vara utspidd WSSV-plasmid som framstillts och validerats internt
(tillgdnglig frén EU:s referenslaboratorium).

Den andra PCR-reaktionen ska utforas pd samma sitt som den forsta men med primerparet WSSV 146 F2/R2
och med en andra positiv kontroll for att kontrollera att detta PCR-steg har fungerat.

Primer Sekvens
WSSV 146 F1 ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG
WSSV 146 R1 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA
WSSV 146 F2 GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
WSSV 146 R2 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

Bade den forsta och andra PCR-omgangen ska koras vid foljande cykelforhallanden pd en DNA Engine Tetrad 2
Peltier Thermal Cycler (eller motsvarande): En forsta denaturering vid 94 °C i 2 minuter, foljt av 30 cykler vid
94 °C i 30 sekunder, 62 °C i 30 sekunder och 72 °C i 30 sekunder, elongering vid 72 °C i 2 minuter och
direfter hélls reaktionen vid 4 °C.

6. Gelelektrofores

Amplifierade PCR-produkter frén bdde den forsta och den andra PCR-omgdngen ska visualiseras pd 2 %
agarosgel med TAE buffert. 15 pl av varje prov ska koras vid 120 volt i cirka 20 minuter och studeras under
UV-ljus. Positiva prover ska ge ett band pd 1 447 baspar i den forsta PCR-omgéngen och pé 848 baspar i den
andra PCR-omgangen. Prover av den storleken ska skiras ut och placeras i ett 1,5 ml mikrofugror. Det DNA
som finns i gelbitarna ska renas med Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System enligt tillverkarens
anvisningar. DNA-koncentrationen ska uppskattas med en NanoDrop-maskin. Renat DNA ska frysas vid — 20 °C
om det inte ska anviandas omedelbart.

7. Sekvensering av PCR-produkter

DNA ska sekvenseras med BigDye Terminator v3.1 Kit (Applied Biosystems). Den totala volymen i varje
reaktion 4r 20 pl med de slutliga koncentrationerna 1 x BigDye Terminator, 1 x sekvenseringsbuffert, 10 pmol/
pl framétriktad eller bakétriktad primer och 10 pl renat DNA (utspitt till cirka 10 ng/ul); foljande cykelfor-
héllanden ska anvdndas pd en DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (eller motsvarande): 94 °C i
30 sekunder, f6ljt av 30 cykler vid 96 °C i 10 sekunder, 50 °C i 10 sekunder och 60 °C i 4 minuter.
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PCR-produkterna ska fillas ut med en natriumacetatmetod enligt foljande: 20 pl DNA tillsdtts till 10 pl NaAc,
70 pl H,O och 250 pl etanol, allt vortexas och centrifugeras vid 13 000 rpm i 20 minuter, supernatanten
avlagsnas och pelleten tvittas med 200 pl absolut etanol och centrifugeras vid 13 000 rpm i 5 minuter. Pelleten
ska torkas vid 37 °C i 5 minuter. 25 pl Hi-Di formamid ska tillsittas pelleterna och allt ska viarmas vid 95 °C i
2 minuter och vortexas ordentligt. Proverna ska sekvenseras med 3130xl Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) enligt tillverkarens anvisningar. Sekvenseringsresultaten ska analyseras med programvaran
Sequencher och sokverktyget BLAST och sekvenserna ska overensstimma med sekvenser i NCBLs databas.
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