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II

(Akty o charakterze nieustawodawczym)

DECYZJE

DECYZJA WYKONAWCZA KOMISJI (UE) 201 5/ 1554
z dnia 11 wrze$nia 2015 r.

ustanawiajgca przepisy dotyczace stosowania dyrektywy 2006/88/WE w odniesieniu do wymogéw
w zakresie metod nadzoru i metod diagnostycznych

(notyfikowana jako dokument nr C(2015) 6188)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 2006/88/WE z dnia 24 paZdziernika 2006 r. w sprawie wymogéw w zakresie zdrowia
zwierzat akwakultury i produktéw akwakultury oraz zapobiegania niektérym chorobom zwierzat wodnych i zwalczania
tych chordb ('), w szczegdlnosci jej art. 49 ust. 3, art. 50 ust. 4, art. 57 lit. b) i art. 61 ust. 3,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

(1) W dyrektywie 2006/88/WE ustanowiono minimalne $rodki zapobiegawcze w zakresie nadzoru i wczesnego
wykrywania u zwierzat wodnych choréb wymienionych w wykazie w zalaczniku IV do tej dyrektywy (,choroby
ujete w wykazie”) oraz Srodkéw zwalczania choroby stosowanych w wypadku zaistnienia podejrzenia wystapienia
lub wystapienia ogniska chordb wymienionych w wykazie. W dyrektywie ustanowiono ponadto wymogi
konieczne do uzyskania przez panstwo czlonkowskie lub jego strefy lub enklawy statusu obszaru wolnego od
choroby.

(2) W calej Unii stosowane powinny by¢ jednakowe zasady i jednakowe podejscie naukowe w odniesieniu do
zwalczania choréb ujetych w wykazie oraz do uzyskiwania statusu obszaru wolnego od choroby przez paristwo
cztonkowskie, strefe lub enklawe. Z tego powodu nalezy ustanowi¢ na poziomie unijnym szczegdlne wymogi
dotyczace systeméw zwalczania i nadzoru oraz dotyczace metod pobierania prébek i metod diagnostycznych,
ktére panstwa czlonkowskie majg stosowaé w celu uzyskania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu
do calego terytorium lub strefy badZ enklawy.

(3)  Badania laboratoryjne, ktére nalezy wykonywaé w przypadku podejrzenia lub potwierdzenia obecnosci chordb
ujetych w wykazie, powinny by¢ jednakowe na poziomie unijnym i powinny by¢ zgodne z jednakowymi
normami naukowymi i protokotami. Zgodnie z dyrektywa 2006/88/WE konieczne jest ustanowienie okreslonych
metod diagnostycznych oraz procedur, z ktérych korzystal maja laboratoria wyznaczone do tego celu przez
wlasciwy organ panstwa czlonkowskiego.

(4)  Kodeks zdrowia zwierzat wodnych (k.z.z.w.) przyjety przez Swiatowa Organizacje Zdrowia Zwierzat (OIE)
ustanawia ogélno$wiatowe normy poprawy zdrowia zwierzat wodnych i poprawy dobrostanu ryb utrzymy-
wanych w gospodarstwie rybackim, w tym normy bezpiecznego handlu migdzynarodowego zwierzetami
wodnymi oraz wytworzonymi z nich produktami. W szeregu rozdzialéw k.z.z.w. ustanawia si¢ zalecenia
dotyczace stosowania okreslonych badan diagnostycznych. Przewidziane przez OIE badania tego typu zawarte sa
w Podreczniku OIE badan diagnostycznych dotyczacych zwierzat wodnych (,podrecznik diagnostyki zwierzat
wodnych”). Aby zapewni¢ zgodno$¢ wymogéw unijnych odnoszacych si¢ do diagnostyki chordb zwierzat
wodnych z normami miedzynarodowymi, przepisy ustanowione w niniejszej decyzji powinny uwzgledniaé
normy i zalecenia podrecznika diagnostyki zwierzat wodnych.

() Dz.U.L328724.11.2006,s. 14.
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(5) W tym kontekscie podrecznik diagnostyki zwierzat wodnych wymienia — w odniesieniu do wielu z chordb
ujetych w wykazie — kilka badan i procedur, ktére nalezy stosowaé do celéw badan laboratoryjnych. Aby
ujednolici¢ na poziomie unijnym baz¢ naukowa dla prac diagnostycznych odnoszacych si¢ do choréb ujetych w
wykazie, nalezy dokona¢ wyboru miedzy badaniami i procedurami diagnostycznymi zalecanymi przez OIE oraz
okresli¢, ktére badania powinny by¢ obowigzkowe do celéw badan laboratoryjnych w ramach realizacji badan
nadzoru oraz do celéw wykluczenia podejrzenia obecnosci chordb ujetych w wykazie lub potwierdzenia ich
obecnosci. W okreslonych przypadkach istnie¢ bedzie potrzeba dysponowania alternatywnymi metodami i
procedurami, a zatem nalezy przygotowaé opisy i pewne wyjasnienia naukowe dotyczace okolicznoici i sposobu
stosowania alternatywnych metod. Konieczne jest to szczegélnie w odniesieniu do bardziej szczegélowych
procedur diagnostycznych.

(6) W celu uzyskiwania dokladnych i odtwarzalnych wynikéw diagnostycznych wazne jest, by szczegdélowe
procedury i protokoly, ktére maja by¢ stosowane, byly walidowane zgodnie z odpowiednimi normami jakosci o
ktérych mowa w czgéci 1 zalacznika VI do dyrektywy 2006/88/WE. W przypadku wielu metod diagnostycznych
przewidzianych w niniejszej decyzji stosowanie komercyjnych zestawéw do badan stanowi nieodzowng czesé
protokolu diagnostycznego i laboratoria referencyjne UE zwalidowaly te zestawy w drodze akredytowanych
badai w odniesieniu do odpowiednich choréb. Ze wzgledéw pewnosci prawa w niniejszej decyzji nalezy zawrze¢
odniesienia do komercyjnych nazw tych zwalidowanych, komercyjnych zestawéw do badan.

(7) W przypadku niektérych panstw czlonkowskich osiagniecie statusu obszaru wolnego od choroby dla calego
terytorium lub jego strefy badZz enklawy moze by¢ trudne w odniesieniu do jednej lub kilku chordéb ujetych w
wykazie. W takich sytuacjach zdarzy¢ si¢ moze, ze dane panstwo czlonkowskie nie chce uzyskac lub odzyskaé
statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do danych choréb ujetych w wykazie. Minimalne $rodki
zwalczania choroby stosowane w przypadku, gdy panstwo czlonkowskie nie chce uzyskaé lub odzyskaé statusu
obszaru wolnego od choroby, powinny by¢ jednakowe na poziomie unijnym i powinny podlega¢ jednakowym
kryteriom. Konieczne jest zatem ustanowienie zgodnie z dyrektywa 2006/88/WE szczegblowych przepiséw
dotyczacych zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ takich choréb ujetych w wykazie oraz minimalne wymogi
dotyczace uchylania Srodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby.

(8) W decyzji Komisji 2001/183/WE (') ustanowiono wymagania dotyczace planéw pobierania prébek oraz metod
diagnostycznych do celéw wykrywania i potwierdzania choréb ujetych w wykazie, zakaznej martwicy ukladu
krwiotworczego ryb lososiowatych oraz wirusowej posocznicy krwotocznej. W decyzji Komisji 2003/466/WE ()
ustanowiono wymagania dotyczace planéw pobierania probek oraz metod diagnostycznych do celéw
wykrywania zakaZnej anemii (niedokrwistosci) tososia oraz kryteria podziatu na strefy i urzedowego nadzoru w
nastepstwie podejrzenia lub potwierdzenia wystepowania tej choroby. W decyzji Komisji 2002/878/WE (*)
ustanowiono wymagania dotyczace planéw pobierania probek oraz metod diagnostycznych do celéw
wykrywania i potwierdzania choréb migczakéw bonamiozy (Bonamia ostreae) i marteiliozy (Marteilia refringens). W
celu aktualizacji tych wymagan niniejsza decyzja powinna zastapi¢ wymienione trzy decyzje. Decyzje
2001/183/WE, 2002/878|WE oraz 2003/466/WE powinny zatem zosta¢ uchylone.

(9)  Poniewaz niektére panistwa czlonkowskie potrzebuja czasu na przygotowanie krajowych laboratoriéw referen-
cyjnych do spelniania wymogdéw ustanowionych w niniejszej decyzji, decyzja ta powinna obowiazywaé od dnia
1 kwietnia 2016 r.

(10)  Srodki przewidziane w niniejszej decyzji sa zgodne z opinig Stalego Komitetu ds. Roslin, Zwierzat, Zywnosci i
Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE:

Artykut 1
Przedmiot

W niniejszej decyzji reguluje si¢ nastgpujace kwestie:

a) nadzor, strefy buforowe, metody pobierania prébek i metody diagnostyczne stosowane przez pafistwa cztonkowskie
w zwiazku z odnoszacym si¢ do panstw czlonkowskich, ich stref lub enklaw statusem dotyczacym nieegzotycznych
choréb zwierzat wodnych ujetych w czesci 11 zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE (,choroby ujete w wykazie”);

(") Decyzja Komisji 2001/183/WE z dnia 22 lutego 2001 r. ustanawiajaca plany pobierania prébek i metody diagnostyczne do celéw
wykrywania i potwierdzania wystepowania niekt6rych choréb ryb oraz uchylajaca decyzje 92/532/EWG (Dz.U.L 67 z 9.3.2001, s. 65).

(*) Decyzja Komisji 2003/466/WE z dnia 13 czerwca 2003 r. ustanawiajaca kryteria podzialu na strefy i urzedowego nadzoru w
nastgpstwie podejrzenia lub potwierdzenia wystgpowania niedokrwisto$ci zakaznej fososia (ISA) (Dz.U.L 156 z 25.6.2003, s. 61).

(*) Decyzja Komisji 2002/878/WE z dnia 6 listopada 2002 r. ustanawiajaca plany pobierania probek oraz metody diagnostyczne stosowane
w celu wykrywania i potwierdzania wystgpowania u migczakéw Bonamiosis (Bonamia ostreae) i Marteiliosis (Marteilia refringens)
(Dz.U.L 30527.11.2002,s. 57).
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b) metody diagnostyczne stosowane do celéw badan laboratoryjnych w przypadku podejrzenia lub potwierdzenia
obecnosci choréb ujetych w wykazie; oraz

¢) minimalne $rodki zwalczania choroby stosowane w razie podejrzenia lub potwierdzenia obecnosci choréb ujetych w
wykazie w panstwie cztonkowskim, strefie lub enklawie nieuznanych za wolne od choréb ujetych w wykazie.

Artykut 2
Definicje

Do celéw niniejszej decyzji stosuje si¢ nastepujace definicje:

a) ,wirusowa posocznica krwotoczna” (,VHS”) oznacza chorobe¢ spowodowang przez wirusa posocznicy krwotocznej
(VHSV), znanego réwniez jako Egtved wirus, nalezacego do rodzaju Novirhabdovirus, w obrebie rodziny Rhabdoviridae;

b) ,zakazna martwica ukladu krwiotworczego” (,IHN”) oznacza chorobe spowodowang przez wirusa zakaznej martwicy
ukladu krwiotworczego (IHNV) nalezacego do rodzaju Novirhabdovirus w obrebie rodziny Rhabdoviridae;

¢) ,zakazenie herpeswirusem koi” (,KHVD”) oznacza chorob¢ spowodowana przez herpeswirusa koi (KHV) nalezacego
do rodziny Alloherpesviridae. Nazwa systematyczna tego wirusa to Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3).

d) ,zakazna anemia fososia” (,ISA”) oznacza chorobe spowodowang zakazeniem wirusem zakaznej anemii fososia (ISAV)
z delecjag w regionie wysoce polimorficznym (HPR), ktéry to wirus nalezy do rodzaju Isavirus w obrebie rodziny
Orthomyxoviridae;

e) ,nwazja wywolana przez Marteilia refringens” oznacza chorobe spowodowang inwazjg pierwotniaka Marteilia
refringens nalezacego do typu Paramyxea;

f) ,inwazja wywolana przez Bonamia ostreae” oznacza chorobe spowodowang inwazja pierwotniaka Bonamia ostreae
nalezacego do typu Haplosporea;

g) ,zespot WSS” (,WSD”) oznacza chorob¢ spowodowang wirusem WSS (WSSV) bedacym wirusem o dwuniciowym
DNA nalezacym do rodzaju Whispovirus, w obrebie rodziny Nimaviridae.

Artykut 3
Minimalne wymogi w zakresie programéw zwalczania i nadzoru

Przyznajac, cofajac lub przywracajac panstwu czlonkowskiemu lub jego strefie badz enklawie status obszaru wolnego od
choroby ujetej w wykazie, pafistwo czlonkowskie zapewnia zachowanie zgodnosci z przepisami dotyczacymi
programéw zwalczania i nadzoru, stref buforowych, metod pobierania prébek i metod diagnostycznych ustanowionymi
w zalgczniku I oraz szczeg6lnymi metodami i szczeg6towymi procedurami okreslonymi w zalaczniku II.

Artykut 4
Minimalne wymogi w zakresie metod diagnostycznych i szczegélnych procedur

Panstwo czlonkowskie zapewnia zachowanie zgodnosci z metodami kontroli okreslonymi w zalagczniku 1 i ze
szczegblnymi metodami diagnostycznymi oraz szczegétowymi procedurami okre$lonymi w zalgczniku II, gdy przepro-
wadzane sg badania laboratoryjne w celu potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci choroby ujetej w wykazie.

Artykut 5

Minimalne $rodki zwalczania choroby do celéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ chorobom ujetym w

wykazie oraz minimalne wymogi w odniesieniu do uchylania Srodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢

tych choréb w panistwach czlonkowskich, strefach lub enklawach nieuznanych za wolne od choréb ujetych w
wykazie

Przy wykonywaniu Srodkéw zwalczania choroby lub uchylaniu $rodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby
ujetej w wykazie w odniesieniu do pafistwa cztonkowskiego lub w jego strefy badz enklawy, ktére nie zostaly uznane za
wolne od przedmiotowych choréb ujetych w wykazie, pafistwo czlonkowskie zapewnia zachowanie zgodnosci z
minimalnymi $rodkami zwalczania choroby oraz minimalnymi wymogami w odniesieniu do uchylania $rodkéw
zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby okre§lonymi w zalgczniku 1.
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Artykut 6
Uchylenie

Decyzje 2001/183/WE, 2002/878/WE oraz 2003/466/WE traca moc.

Artykut 7
Rozpoczecie stosowania

Niniejszg decyzje stosuje si¢ od dnia 1 kwietnia 2016 r.

Artykut 8
Adresaci

Niniejsza decyzja skierowana jest do panstw czlonkowskich.

Sporzagdzono w Brukseli dnia 11 wrze$nia 2015 r.

W imieniu Komisji
Vytenis ANDRIUKAITIS

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK I

METODY NADZORU I KONTROLI

[. Wstep
Niniejszy zalacznik okresla:

a) wymogi w zakresie programéw zwalczania i nadzoru przewidzianych w art. 44 dyrektywy 2006/88/WE oraz
metody pobierania probek i metody diagnostyczne stosowane do celéw przyznawania paistwom czlonkowskim
lub ich strefom badz enklawom statusu obszaru wolnego od choroby, jak przewidziano w rozdziale VII
wspomnianej dyrektywy;

b) metody pobierania probek i metody diagnostyczne stosowane do celéw badan laboratoryjnych w przypadku
podejrzenia obecnosci oraz w celu potwierdzenia obecnosci choréb nieegzotycznych wymienionych w czesci 1I
zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE (,choroby ujete w zalaczniku”), jak przewidziano w art. 28 lit. a) oraz
art. 57 lit. b) wspomnianej dyrektywy;

¢) $rodki zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby wprowadzane w przypadku potwierdzenia obecnosci choréb
ujetych w wykazie, jak przewidziano w art. 39 dyrektywy 2006/88/WE, oraz $rodki wprowadzane w celu
uzyskania statusu zdrowotnego kategorii Il przez panstwo czlonkowskie, strefe lub enklawe, ktére posiadaja
status zdrowotny kategorii V.

Wymogi ustanowione w niniejszym zalaczniku obejmuja nastepujace choroby ujete w wykazie:

1. | Wirusowa posocznica krwotoczna (VHS) Czesé 1
2. | Zakazna martwica ukladu krwiotworczego ryb lososiowatych (IHN) Czesé 1
3. | Zakazenie herpeswirusem koi (KHV) Czesé 2
4. | Zakazna anemia lososia (ISA) Cze$é 3
5. | Inwazja wywolana przez Marteilia refringens Czgsé 4
6. | Inwazja wywolana przez Bonamia ostreae Czes¢ 5
7. | Zespdt WSS (WSD) Cze$é 6

II. Definicje
Do celéw zalgcznika I i II stosuje si¢ nastgpujgce definicje:

a) ,enklawa kontynentalna” oznacza gospodarstwo lub gospodarstwa polozone w kontynentalnej czgsci
przynajmniej jednego panstwa czlonkowskiego, objete wspélnotowym systemem bezpieczenstwa biologicznego i
posiadajace populacje zwierzat wodnych o odrgbnym statusie zdrowotnym w odniesieniu do okreslonej choroby;

b) ,gospodarstwo kontynentalne” oznacza gospodarstwo utrzymujace zwierzeta akwakultury, potozone w kontynen-
talnej czesci terytorium jednego pafistwa czlonkowskiego;

c) ,strefa kontynentalna” oznacza dokladny obszar geograficzny polozony w kontynentalnej czeSci pafistwa
cztonkowskiego lub pafistw czlonkowskich, posiadajacy jednorodny system hydrologiczny obejmujacy czesci
obszaru zlewni od Zrédet ciekéw wodnych do naturalnej lub sztucznej zapory, ktéra zapobiega migracji zwierzat
wodnych z polozonych nizej odcinkéw zlewni, calkowity obszar zlewni od zrédet ciekéw wodnych do ujscia lub
wiecej niz jeden obszar zlewni wraz z ujSciami ze wzgledu na powigzanie epidemiologiczne obszaréw zlewni
poprzez ujscie;
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d) ,gospodarstwo uznane urzedowo za zakazone” oznacza gospodarstwo utrzymujgce zwierzeta wodne, w ktérym
wlaSciwy organ potwierdzil, zgodnie z art. 28 lit. a), art. 29 i art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE, obecnosé
przynajmniej jednej z choréb ujetych w wykazie;

e) ,gospodarstwo kontaktowe” oznacza gospodarstwo, ktére utrzymuje zwierzeta wodne i wobec ktérego w
jakikolwiek sposéb wykazano lub powzigto powazne podejrzenie, ze zostalo zanieczyszczone materialem
zakaznym z gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone.

CZESC 1

METODY NADZORU I KONTROLI W ODNIESIENIU DO WIRUSOWE] POSOCZNICY KRWOTOCZNE] (VHS) I
ZAKAZNE] MARTWICY UKEADU KRWIOTWORCZEGO RYB LOSOSIOWATYCH (IHN)

L Wymogi w zakresie programéw nadzoru i zwalczania do celéw uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do VHS i IHN oraz $rodki zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ tych choréb ujetych w
wykazie

L1 Ogo6lne wymogi dotyczgce badan stanu zdrowia oraz pobierania probek w kierunku VHS i [HN:

a) badania stanu zdrowia oraz, w stosownych przypadkach, pobieranie prébek przeprowadza si¢ w tych
okresach w ciggu roku, w ktérych temperatura wody jest nizsza niz 14 °C lub w okresach o prawdopodobnie
najnizszych warto$ciach rocznych temperatury wody;

b) jesli w populacjach ryb dziko zyjacych konieczny jest nadzér ukierunkowany zgodnie z czgscia I pkt 2 akapit
drugi zalacznika V do dyrektywy 2006/88/WE, liczb¢ i rozmieszczenie geograficzne punktéw pobierania
prébek ustala sie tak, by uzyskaé rozsadny stopien pokrycia terytorium panstwa czlonkowskiego, strefy lub
enklawy. Punkty pobierania prébek powinny by¢ reprezentatywne dla réznych ekosysteméw, w ktérych
znajdujg si¢ populacje ryb dziko zyjacych nalezacych do gatunkéw podatnych;

c) jesli gospodarstwa lub populacje ryb dziko zyjacych podlegaja badaniom stanu zdrowia lub pobieraniu
probek czgSciej niz raz w roku, poszczegblne badania stanu zdrowia i poszczegdlne pobrania prébek
odbywajg si¢ w odstepach przynajmniej czteromiesigcznych, a jednocze$nie mozliwie jak najdtuzszych przy
uwzglednieniu wymogéw dotyczacych temperatury przewidzianych w lit. a);

d) wszystkie jednostki produkcyjne, takie jak stawy, zbiorniki i sadze, podlegaja badaniu stanu zdrowia pod
katem obecnosci ryb martwych, o ostabionej kondycji albo zachowujacych si¢ nienaturalnie. Szczegdlna
uwage zwraca si¢ na miejsca odplywu wody, w ktérych z powodu pradu wody zwykle gromadza si¢ ryby o
ostabionej kondycji;

e) ryby gatunkéw podatnych pobierane jako probki wybiera si¢ w nastepujacy sposob:

(i) jesli wystepuja pstragi teczowe, do pobrania probki wybiera si¢ wylacznie ryby tego gatunku, z
wyjatkiem sytuacji, gdy wystepuja inne gatunki podatne wykazujace typowe objawy VHS lub IHN; jesli
pstragi teczowe nie wystepujg, probka musi by¢ reprezentatywna dla wszystkich pozostalych gatunkéw
podatnych, ktére tam wystepuja;

(ii) jesli wystepuja ryby o oslabionej kondycji, zachowujgce si¢ nienaturalnie lub $wiezo padle, lecz
niebedgce w stanie rozkladu, wybiera si¢ takie ryby; jesli do produkgji ryb wykorzystuje si¢ wigcej niz
jedno zrédlo wody, probka powinna zawieral ryby reprezentujace wszystkie zrodla wody zasilajace
gospodarstwo;

(iti) probka powinna zawiera ryby proporcjonalnie reprezentujace wszystkie czeSci gospodarstwa oraz
wszystkie roczniki ryb.

L.2. Szczegblne wymogi do celéw uzyskania statusu obszaru wolnego od choroby (kategoria I) w odniesieniu do
VHS i I[HN

[.2.1.  Programy nadzoru

a) panstwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére w odniesieniu do VHS lub IHN posiadaja status zdrowotny
kategorii III, o ktérym mowa w czeSci B zalacznika III do dyrektywy 2006/88/WE, moga uzyskac status
zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tych choréb ujetych w wykazie pod warunkiem ze wszystkie
gospodarstwa utrzymujace gatunki podatne wymienione w czeSci II zalgcznika IV do tej dyrektywy,
polozone w obrebie danego pafistwa czlonkowskiego, danej strefy lub enklawy, spelniaja wymagania
okreslone w zalgczniku V do tej dyrektywy, a wszystkie te gospodarstwa oraz, o ile wymagane jest to
przepisem czesci I pkt 2 akapit drugi zalacznika V do tej dyrektywy, punkty pobierania probek w populacji
ryb dziko zyjacych wybrane zgodnie ze wspomniang cze$cig poddano jednemu z nastgpujacych programéw
nadzoru:
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[2.2.

[.2.2.1.

(i) model A — dwuletni program nadzoru:

Gospodarstwa lub punkty pobierania probek byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich
probki przez co najmniej dwa kolejne lata, jak przewidziano w sekcji II tabela 1.A.

W ciagu tego okresu dwoch lat badania wszystkich prébek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt 112 daly wyniki ujemne w odniesieniu do VHS lub IHN i
wykluczono wszelkie podejrzenia obecno$ci VHS albo THN badZ jednoczesnie VHS i THN zgodnie z
metodami pobierania probek i metodami diagnostycznymi okreslonymi w pkt 11.3;

(i) model B — czteroletni program nadzoru przy prébce zredukowanej:

Gospodarstwa lub punkty pobierania probek byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich
probki przez co najmniej cztery kolejne lata, jak przewidziano w sekgji II tabela 1.B.

W ciggu tego okresu czterech lat badania wszystkich prébek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do VHS lub IHN i
wykluczono wszelkie podejrzenia obecnosci VHS albo IHN badz jednocze$nie VHS i IHN zgodnie z
metodami pobierania probek i metodami diagnostycznymi okreslonymi w pkt 11.3;

b) jesli w trakcie realizacji programu nadzoru, o ktérym mowa w lit. a), w gospodarstwie objetym tym
programem potwierdzono zakazenie VHS albo IHN badz jednoczesnie VHS i IHN i w nastepstwie cofnigto
temu gospodarstwu status zdrowotny kategorii 1, gospodarstwo to moze natychmiast odzyskal status
zdrowotny kategorii 1I i kontynuowal realizacje programu nadzoru w celu uzyskania statusu obszaru
wolnego od choroby bez wdrazania programu zwalczania przewidzianego w pkt 1.2.2, o ile gospodarstwo to
spelnia nastepujace warunki:

(i) jest gospodarstwem kontynentalnym, ktdérego status zdrowotny odnoszacy si¢ do VHS lub IHN jest
niezalezny od odnoszacego si¢ do tych chordb statusu zdrowotnego populacji zwierzat wodnych w
otaczajacych to gospodarstwo wodach naturalnych, zgodnie z cze$cia II pkt 3 zalacznika V do
dyrektywy 2006/88/WE;

(ii) zostalo one opréznione ze zwierzat, oczyszczone, zdezynfekowane i poddane odlogowaniu; dlugosé
okresu odlogowania wynosi przynajmniej sze$¢ tygodni;

(ili) populacje w gospodarstwie odnowiono rybami pozyskanymi z paristw cztonkowskich, stref lub enklaw
o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do VHS lub IHN;

Programy zwalczania
Wymogi ogdlne

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa o statusie zdrowotnym kategorii V odnoszacym si¢ do VHS lub IHN
moga uzyskaé status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tych chordb, o ile wszystkie gospodarstwa w
obrebie tego paristwa czlonkowskiego, tej strefy lub enklawy utrzymujace gatunki podatne wymienione w
czedci 11 zalgeznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly objete programem zwalczania zgodnym z lit. a)—e):

a) skutecznie zastosowano minimalne $rodki zwalczania choroby przewidziane w rozdziale V sekcja 4
dyrektywy 2006/88/WE, a w poblizu gospodarstw uznanych urzgdowo za zakazone VHS albo IHN badz
jednoczes$nie VHS i IHN ustanowiono obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby, o ktérym mowa
w art. 32 lit. b) wspomnianej dyrektywy, obejmujacy strefe ochronng oraz strefe nadzoru.

Obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby zdefiniowano odrebnie dla kazdego przypadku przy
uwzglednieniu czynnikéw wplywajacych na ryzyko rozprzestrzenienia si¢ choroby ujetej w wykazie na ryby
utrzymywane w gospodarstwie rybackim i ryby dziko zyjace, takich jak: liczba, odsetek i rozklad
$miertelnosci ryb znajdujacych sie w danym gospodarstwie, zakazonych VHS albo IHN badz jednoczesnie
VHS i THN; odleglos¢ od sasiednich gospodarstw i ich gestosé; bliskos¢ rzezni; gospodarstwa kontaktowe;
gatunki wystepujace w gospodarstwach; praktyki rybackie stosowane w gospodarstwach zarazonych i
gospodarstwach sgsiadujacych z gospodarstwami zarazonymi; stwierdzone warunki hydrodynamiczne i inne
czynniki o znaczeniu epidemiologicznym.
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Przy ustanawianiu stref ochronnych i stref nadzoru stosuje si¢ nastepujace minimalne wymogi w odniesieniu
do wyznaczania ich granic geograficznych:

(i) w bezposrednim sgsiedztwie gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone VHS albo IHN badz
jednoczesnie VHS i IHN ustanawia si¢ strefe ochronng, ktéra odpowiada:

1) w strefach przybrzeznych: obszarowi znajdujagcemu si¢ w okregu o promieniu przynajmniej jednego
zakresu ruchu wody podczas plywu lub o promieniu przynajmniej 5 km, w zaleznosci od tego, ktéry
z tych promieni jest dluzszy, przy czym S$rodek okregu stanowi gospodarstwo uznane urz¢dowo za
zakazone VHS albo IHN badZ jednoczesnie VHS i IHN, lub réwnowaznemu obszarowi okreslonemu
zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiologicznymi;

2) w strefach $rédladowych: calemu obszarowi zlewni gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone
VHS albo IHN badz jednoczesnie VHS i IHN; wlasciwy organ moze ograniczy¢ obszar strefe do czedci
obszaru zlewni lub obszaru gospodarstwa, o ile nie stanowi to zagrozenia dla zapobiegania rozprze-
strzenianiu si¢ VHS lub IHN;

(ii) poza granica strefy ochronnej wlasciwy organ ustanawia strefe nadzoru, ktéra odpowiada:

1) w strefach przybrzeznych: otaczajgcemu strefe ochronna obszarowi obejmujgcemu nakladajgce sie
strefy zakresu ruchu wody podczas plywu; otaczajacemu strefe ochronna obszarowi znajdujacemu si¢
w okregu o promieniu 10 km, liczac od $rodka strefy ochronnej; lub réwnowaznemu obszarowi
zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiologicznymi;

2) w strefach $rédlagdowych: rozszerzonemu obszarowi poza granica ustanowionej strefy ochronnej:

b) wszystkie gospodarstwa, ktére utrzymuja w obrebie strefy ochronnej gatunki podatne wymienione w
czesci 1l zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, a ktérych nie uznano urzedowo za zakazone VHS albo
[HN badz jednoczesnie VHS i IHN, podlegaja urzedowemu dochodzeniu obejmujgcemu przynajmniej
nastepujace elementy:

(i) pobranie do badan probki skladajacej si¢ z 10 ryb, jesli stwierdzono objawy kliniczne lub zmiany
anatomopatologiczne wskazujgce na zakazenie VHS albo IHN badZ jednocze$nie VHS i IHN lub z
przynajmniej 30 ryb, jesli nie stwierdzono objawéw klinicznych ani zmian anatomopatologicznych;

(ii) jedno badanie stanu zdrowia: w gospodarstwach, w odniesieniu do ktérych badania, o ktérych mowa w
ppkt (i) daly wyniki ujemne; badania stanu zdrowia prowadzi si¢ co miesigc w okresie, w ktérym
temperatura wody jest nizsza niz 14 °C, chyba ze stawy rybne i sadze s3 pokryte lodem, do czasu
zniesienia strefy ochronnej zgodnie z pkt 1.2.2.1 lit. c);

c¢) wszystkie gospodarstwa uznane urzedowo za zakazone VHS albo IHN badz jednocze$nie VHS i IHN
podlegajg opréznieniu ze zwierzat, oczyszczeniu, zdezynfekowaniu i odlogowaniu. Dlugos¢ okresu
odlogowania wynosi przynajmniej sze$¢ tygodni; Po oprdznieniu ze zwierzat wszystkich gospodarstw
uznanych urzedowo za zakazone polozonych w obrebie tej samej strefy ochronnej przeprowadza sig
zsynchronizowane odlogowanie trwajace przynajmniej trzy tygodnie. Niniejszy akapit ma réwniez
zastosowanie do gospodarstw uznanych urzgdowo za zakazone w trakcie realizacji programu zwalczania.

Po zakoniczeniu odlogowania w gospodarstwie uznanym urz¢dowo za zakazone strefy ochronne przeksztalca
si¢ w strefy nadzoru.

Wilasciwy organ moze podja¢ decyzj¢ o nalozeniu na inne gospodarstwa w obrebie ustanowionej strefy
ochronnej i strefy nadzoru wymogu oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, dezynfekcji i odlogowania.
Dlugo$¢ okresu odlogowania w takich gospodarstwach ustalana jest przez wlasciwy organ na podstawie
indywidualnej oceny ryzyka;

d) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone VHS albo THN badz jednoczes$nie VHS i
IHN oraz wszystkich innych gospodarstwach poddanych odlogowaniu w obrebie ustanowionej strefy
ochronnej i strefy nadzoru, o ktérych mowa w lit. ¢), populacje odnawia si¢ rybami pozyskanymi z panstw
cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do VHS lub IHN.
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Odnowienie populacji przeprowadza si¢ dopiero po dokonaniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzedowo za zakazone oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania zgodnie z
pkt 1.2.2.1 lit. ¢);

e) wszystkie gospodarstwa w obrebie panstwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy objetych programem
zwalczania utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci Il zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE
oraz, gdy wymagany jest nadzér w populacjach ryb dziko zyjacych, punkty pobierania prébek wybrane
zgodnie z pkt 1.1 s3 nastgpnie objete systemem nadzoru okreslonym w pkt 1.2.1.

.2.2.2. Wymogi odnoszgce si¢ do odzyskania statusu obszaru wolnego od choroby przez enklawy kontynentalne
obejmujace pojedyncze gospodarstwo uznane wezesniej za wolne od choroby w odniesieniu do IHN lub VHS

Enklawa kontynentalna, ktéra obejmuje pojedyncze gospodarstwo uznane wczeniej za wolne od choroby w
odniesieniu do VHS lub IHN, a ktérej status zdrowotny odnoszacy si¢ do tych chordb jest niezalezny od
otaczajacych ja wod naturalnych zgodnie z czescig Il pkt 3 zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE i ktorej
cofnieto status zdrowotny kategorii I zgodnie z art. 53 ust. 3 wspomnianej dyrektywy, moze odzyskal status
zdrowotny kategorii I natychmiast po potwierdzeniu przez wlasciwy organ spelnienia nastepujacych warunkéw:

a) gospodarstwo uznane urzgdowo za zakazone VHS albo IHN badZ jednoczesnie VHS i IHN zostalo
oprdznione ze zwierzat, oczyszczone, zdezynfekowane i poddane odlogowaniu; dtugos¢ okresu odlogowania
musi wynosi¢ przynajmniej sze$¢ tygodni;

b) populacje w gospodarstwie uznanym urzedowo za zakazone VHS albo IHN badz jednoczesnie VHS i IHN
odnowiono rybami pozyskanymi z panstw czlonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym
kategorii I odnoszacym si¢ do VHS lub IHN;

L.3. Szczegblne wymogi do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby (kategoria I) w odniesieniu do
VHS lub IHN

Jesli do utrzymania statusu zdrowotnego kategorii I wymagany jest nadzor ukierunkowany, jak przewidziano w
art. 52 dyrektywy 2006/88/WE, wszystkie gospodarstwa utrzymujace gatunki podatne wymienione w czedci 1I
zalgcznika IV do tej dyrektywy, polozone w obrebie danego panstwa czlonkowskiego, danej strefy lub enklawy
obejmuje si¢ badaniami stanu zdrowia, a prébki ryb pobiera si¢ zgodnie z sekcjg I tabela 1.C, uwzgledniajac
poziom zagrozenia dla danego gospodarstwa w odniesieniu do przeniesienia zakazenia VHS albo IHN badz
jednoczesnie VHS i IHN.

Gdy okresla si¢ czestotliwo$¢ badan stanu zdrowia pod katem VHS lub IHN w enklawach o statusie
zdrowotnym kategorii I, ktdre s3 potozone na obszarach kontynentalnych i ktérych status zdrowotny odnoszacy
si¢ do VHS lub IHN jest zalezny od statusu zdrowotnego populacji zwierzat wodnych w otaczajacych te enklawe
wodach naturalnych zgodnie z czgcig II pkt 2 zalgcznik V do dyrektywy 2006/88/WE, ryzyko przeniesienia
zakazenia VHS albo IHN badz jednoczesnie VHS i IHN uznaje si¢ za wysokie.

Status obszaru wolnego od choroby utrzymuje si¢ dopéty, dopdoki badania wszystkich probek przeprowadzone
przy wykorzystaniu metod diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daja wyniki ujemne w odniesieniu do VHS
lub IHN i dopdki wykluczone jest wszelkie podejrzenie obecno$ci VHS albo IHN badz jednoczesnie VHS i IHN
zgodnie z metodami diagnostycznymi okreslonymi w pkt IL.3.

L.4. Wymogi odnoszgce si¢ do uchylenia $rodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby przewidzianych w
art. 39 dyrektywy 2006/88/WE, mianowicie zmiana kategorii statusu zdrowotnego z V na III

Panistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadajg status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do VHS
lub THN, moga uzyska¢ status zdrowotny kategorii Il w odniesieniu do tych choréb ujetych w wykazie pod
nastepujacymi warunkami:

a) spelniono wymogi okreslone w pkt 1.2.2.1 lit. a), b) i c). Jesli odtogowanie jest technicznie niemozliwe, dane
gospodarstwa obejmuje si¢ alternatywnym $rodkiem, ktéry daje niemal poréwnywalne gwarancje usunigcia
[HNV lub VHSV ze $rodowiska gospodarstwa;

b) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone i wszystkich innych gospodarstwach
poddanych odlogowaniu/$rodkom alternatywnym zgodnie z lit. a), polozonych w obrebie ustanowionej
strefy ochronnej i strefy nadzoru odnowiono populacje rybami pozyskanymi z panstw czlonkowskich, stref
lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii [, I lub II odnoszacym si¢ do VHS lub IHN;
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¢) odnowienia populacji dokonano dopiero po przeprowadzeniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzedowo za zakazone oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania/Srodkéw
alternatywnych zgodnie z lit. a).

IL. Metody diagnostyczne i metody pobierania probek

I.1.  Organy, z ktérych pobiera si¢ material biologiczny do prébki:

Materiatem biologicznym podlegajacym badaniu jest $ledziona, nerka — cz¢$¢ glowowa, a takze serce lub mézg.
Przy pobieraniu prébek od tarlakéw zbada¢ mozna réwniez plyn jajnikowy lub mlecz.

W przypadku narybku mozna rozdrobni¢ cale ryby o dlugosci ponizej 4 cm przy uzyciu sterylnych nozyczek
lub sterylnego skalpela po uprzednim usunigciu czeéci ciata znajdujacej si¢ za otworem jelitowym. Jezeli probke
stanowi cala ryba o dlugosci od 4 do 6 cm, pobraé nalezy narzady wewnetrzne, w tym nerke.

Mozna laczy¢ fragmenty narzadéw pochodzace od maksymalnie 10 ryb.

I.2.  Metody diagnostyczne do celéw uzyskania i utrzymania status obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do
VHS lub IHN

Metodami diagnostycznymi do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w
odniesieniu do VHS lub IHN, zgodnie z zatwierdzonymi metodami i procedurami diagnostycznymi okreslonymi
w zalaczniku II czg$é 1 pkt [, sa:

a) izolacja wirusa w liniach komoérkowych z nastepujaca po niej identyfikacja przy wykorzystaniu testu
immunoenzymatycznego (ELISA), testu immunofluorescencji posredniej (IFAT), testu neutralizacji wirusa lub
faficuchowej reakji polimerazy z odwrotna transkrypcja (RT-gPCR); albo

b) RT-qPCR.

I.3.  Pobieranie prébek i metody diagnostyczne do celéw wykluczenia lub potwierdzenia obecnosci VHS lub IHN

Jesli istnieje konieczno$¢ potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia obecnosci VHS albo IHN badz
jednoczesnie VHS i IHN zgodnie z art. 28 dyrektywy 2006/88/WE, przestrzega si¢ nastepujacych procedur
badan, pobierania prébek i prowadzenia testow:

a) gospodarstwo bedace przedmiotem podejrzenia poddaje si¢ przynajmniej jednemu badaniu stanu zdrowia i
jednemu pobraniu probki 10 ryb, jesli stwierdzono objawy kliniczne lub zmiany anatomopatologiczne
wskazujace na zakazenie VHS albo IHN badZ jednoczesnie VHS i IHN, lub przynajmniej 30 ryb, jesli nie
stwierdzono objawéw klinicznych ani zmian anatomopatologicznych. Probki bada si¢ przy wykorzystaniu
przynajmniej jednej metody diagnostycznej okreslonej w ppkt (i) i (ii) zgodnie ze szczegétowymi metodami i
procedurami diagnostycznymi okreslonymi w zalaczniku II czg$¢ 1 sekcja II:

(i) konwencjonalna izolacja wirusa w liniach komérkowych z nastepujaca po niej immunochemiczng lub
molekularng identyfikacja wirusa;

(i) wykrywanie wirusa przy wykorzystaniu RT-qPCR;

(ili) inne techniki diagnostyczne o sprawdzonej podobnej skutecznosci, takie jak test immunofluorescenciji
posredniej (IFAT), test immunoenzymatyczny (ELISA), RT-PCR i immunohistochemia (IHC).

b) obecno$¢ VHS uznaje si¢ za potwierdzong, jesli przynajmniej jedna z tych metod diagnostycznych da wynik
dodatni w kierunku VHSV. Obecnos$¢ IHN uznaje si¢ za potwierdzona, jesli przynajmniej jedna z tych metod
diagnostycznych da wynik dodatni w kierunku IHNV. Potwierdzenie pierwszego przypadku VHS lub IHN w
panstwach czlonkowskich, strefach lub enklawach uprzednio niezakazonych opiera si¢ na konwencjonalnej
izolacji wirusa w linii komérkowej lub RT-qPCR;

¢) Mozna wykluczy¢ podejrzenie obecno$ci VHSV lub THNYV, jesli badania przy wykorzystaniu linii komérkowej
lub RT-qPCR nie wykazuja dalszych dowodéw na obecno$¢ VHSV lub THNV.
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Tabela 1.A

System nadzoru obowigzujacy dla stref i enklaw w dwuletnim okresie kontroli, o ktérym mowa w pkt 1.2.1
lit. a) ppkt (i), poprzedzajacy uzyskanie statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do VHS lub IHN

Rodzaj gospodarstwa

Liczba badan
stanu zdrowia na
rok (okres dwoch

lat)

Liczba pobierania
probek na rok
(okres dwoch lat)

Liczba ryb w prébee ()

Liczba ryb w fazie
wzrostu

Liczba tarlakéw (%)

50 (pierwsze badanie)

30 (pierwsze lub dru-
gie badanie)

a) Gospodarstwa utrzymujgce ) )
tarlaki 75 (drugie badanie) | O (pierwsze lub drugie
badanie)
b) Gospodarstwa utrzymujace ) 1 0 75 (pierwsze lub dru-
tylko tarlaki gie badanie)
¢) Gospodarstwa nieutrzymu- ) ) 75 (%) (pierwsze i dru- 0

jace tarlakow

gie badanie)

Maksymalna liczba ryb, z ktérych sporzadza si¢ probke taczona: 10

3

(
(
(

)

kowego czynnika chorobowosci wynoszacego 5 %.

1) Prébki pobiera si¢ nie weze$niej niz trzy tygodnie po przeniesieniu ryb z wody stodkiej do stonej.
Plyn jajnikowy lub mlecz tarlakéw pobiera si¢ w okresie osiggania dojrzatosci przy pobieraniu ikry i nasienia.
Prébki pobiera si¢ od takiej liczby ryb, by zapewni¢ wykrycie VHSV lub IHNV przy poziomie ufnosci 95 %, przy zalozeniu szacun-

Tabela 1.B

System nadzoru przy probce zredukowanej w czteroletnim okresie kontroli, 0 ktérym mowa w pkt 1.2.1 lit. a)
ppket (ii), poprzedzajacy uzyskanie statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do VHS i IHN

Rodzaj gospodarstwa

Liczba badan
stanu zdrowia na

rok

Liczba pobierania
prébek na rok

Liczba ryb w prébee ()

Liczba ryb w fazie
WwZrostu

Liczba tarlakéw (3)

Pierwsze dwa lata okresu nadzoru

0 (pierwsze badanie)

0 (pierwsze badanie)

a) Gospodarstwa utrzymujace ) 1
tarlaki 30 (drugie badanie) 0 (drugie badanie)
b) Gospodarstwa utrzymujace ) 1 0 30 (pierwsze lub dru-
tylko tarlaki gie badanie)
¢) Gospodarstwa nieutrzymu- 30 (%) (pierwsze lub
. P 2 1 - . 0
jace tarlakow drugie badanie)
Ostatnie dwa lata okresu nadzoru
a) Gospodarstwa utrzymujace 30 (pierwsze badanie) | O (pierwsze badanie)

tarlaki

0 (drugie badanie)

30 (drugie badanie)
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Liczba badan

Liczba pobierania

Liczba ryb w probce (1)

Rodzaj gospodarstwa stanu z;irI(()Wia na prébek na rok Liczba ryb w fazie Liczba tarlaktw {3
° wzrostu
b) Gospodarstwa utrzymujace ) ) 30 (pierwsze i drugie
tylko tarlaki badanie)
¢) Gospodarstwa nieutrzymu- ) ) 30 (°) (pierwsze i dru-

jace tarlakow

gie badanie)

Maksymalna liczba ryb, z ktdrych sporzadza si¢ probke laczona: 10

(") Probki pobiera si¢ nie wczesniej niz trzy tygodnie po przeniesieniu ryb z wody stodkiej do stone;.

(3 Plyn jajnikowy lub mlecz tarlakéw pobiera si¢ w okresie osiagania dojrzalosci przy pobieraniu ikry i nasienia.

(}) Prébki pobiera si¢ od takiej liczby ryb, by zapewni¢ wykrycie VHSV lub IHNV przy poziomie ufnosci 95 %, przy zalozeniu szacun-
kowego czynnika chorobowosci wynoszacego 10 %.

Tabela 1.C

Systemy nadzoru obowigzujace dla stref i enklaw do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby
w odniesieniu do VHS lub IHN, jak wskazano w pkt 1.3

Poziom zagrozenia Liczba badan stanu zdrowia Liczba ryb w prébee (%)
Wysoki 2 w roku 30 ()
Sredni 1 w roku 30 (1)

Niski 1 na 2 lata 30 (1)

Maksymalna liczba ryb, z ktérych sporzadza si¢ probke taczona: 10

(") Probki pobiera si¢ nie wezesniej niz trzy tygodnie po przeniesieniu ryb z wody stodkiej do stonej.

(3 Probki pobiera si¢ od takiej liczby ryb, by zapewni¢ wykrycie VHSV lub IHNV przy poziomie ufnosci 95 %, przy zalozeniu szacun-
kowego czynnika chorobowosci wynoszacego 10 %.

(*) W kazdym badaniu stanu zdrowia pobiera si¢ przynajmniej jedng prébke.

CZESC 2

METODY NADZORU I KONTROLI W ODNIESIENIU DO ZAKAZENIA HERPESWIRUSEM KOI (KHVD)

L Wymogi w zakresie programéw nadzoru i zwalczania do celéw uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do KHVD oraz zapobiegania zakazeniu herpeswirusem koi (KHV)

L1 Wymogi ogdlne

Jesli w populacjach ryb dziko zyjacych konieczny jest nadzér ukierunkowany zgodnie z czescig I pkt 2 akapit
drugi zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE, liczbe i rozmieszczenie geograficzne punktéw pobierania
probek ustala si¢ tak, by uzyska¢ rozsadny stopien pokrycia terytorium pafistwa czlonkowskiego, strefy lub
enklawy. Punkty pobierania prébek powinny by¢ reprezentatywne dla réznych ekosysteméw stanowiacych
siedlisko podatnych populacji dzikich, a mianowicie systeméw rzecznych i jezior.
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Nadzér ukierunkowany opiera si¢ na regularnym monitoringu miejsc stanowigcych siedliska gatunkéw
podatnych. Miejsca takie monitoruje si¢ wtedy, gdy temperatura wody osiagnela poziom umozliwiajacy rozwdj
choroby (> 15 °C) i nie wcze$niej niz dwa tygodnie od daty osiagniecia takiej temperatury. Ze wszystkich ryb
wykazujacych objawy chorobowe lub nienaturalne zachowanie, ktére zostang znalezione w takich miejscach,
pobiera si¢ prébki, ktére s3 nastepnie badane.

W miar¢ mozliwosci probki pobiera si¢ od ryb utrzymywanych przez dluzszy okres w zakresie temperatur
umozliwiajgcym rozwdj choroby, tj. przez dwa do trzech tygodni w temperaturze od 15 do 26 °C. Mozna
jednak zaakceptowac nastepujace podejscie:

a) pobranie podpopulacji przy przeniesieniu ze stawéw zimowych do letnich i przetrzymywanie ryb w tej
samej jednolitej czgSci wod, do ktorej nalezy staw letni, do osiagnigcia wymagan dotyczacych temperatury;
lub

b) pobranie probek przy odlowie ryb lub podczas innych proceséw stanowigcych cze$¢ normalnych praktyk
zarzadzania zasobami akwakultury. W celu zwigkszenia szansy wykrycia KHV prébki pobiera si¢ w miarg
mozliwosci w przedziale czasowym miedzy 24 a 72 godzin po takich czynnosciach w ramach praktyk
zarzadzania zasobami akwakultury w celu zwigkszenia szansy wykrycia KHV.

Jesli gospodarstwa lub populacje ryb dziko zyjacych podlegaja badaniom stanu zdrowia lub pobieraniu prébek
czesciej niz raz w roku, poszczegdlne badania stanu zdrowia lub poszczegdlne pobrania probek odbywaja sie w
mozliwie najwigkszych odstgpach czasu w sezonie o prawdopodobnie najwyzszych warto$ciach rocznych
temperatury wody, ale nieprzekraczajacych 28 °C.

Wszystkie jednostki produkcyjne, takich jak stawy lub zbiorniki, podlegaja badaniu stanu zdrowia pod katem
obecnosci ryb martwych, o ostabionej kondycji albo zachowujacych si¢ nienaturalnie.

Cyprinus carpio i jego mieszance, takie jak Cyprinus carpio x Carassius auratus zbiera sie, jesli wystepuja w danym
gospodarstwie.

Ryby pobierane jako probki wybiera si¢ w nastepujacy sposéb:

(i) jesli wystepuja ryby o ostabionej kondycji, zachowujace si¢ nienaturalnie lub $wiezo padle, lecz niebedace w
stanie rozkladu, wybiera si¢ takie ryby;

(ii) jezeli do produkeji ryb wykorzystuje sie wiecej niz jedno Zrédlo wody, probka musi obejmowaé ryby
reprezentujace wszystkie Zrodta wody zasilajgce gospodarstwo;

(ili) probka powinna zawieral ryby proporcjonalnie reprezentujace wszystkie czeSci gospodarstwa oraz
wszystkie roczniki ryb.

L.2. Szczegblne wymogi do celéw uzyskania statusu obszaru wolnego od choroby (kategoria I) w odniesieniu do
KHVD

[.2.1. Programy nadzoru

a) panstwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii III w odniesieniu do
KHVD, moga uzyskal status zdrowotny kategorii I, je$li wszystkie gospodarstwa utrzymujace gatunki
podatne wymienione w czgsci Il zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, polozone w obrebie danego
panstwa czlonkowskiego, danej strefy lub enklawy, spelniaja wymagania dotyczace statusu obszaru wolnego
od choroby okreslone w zalaczniku V do tej dyrektywy, a wszystkie te gospodarstwa oraz, o ile wymagane
jest to przepisem czg$ci I pkt 2 akapit drugi wspomnianego zalacznika, punkty pobierania prébek u
populacji ryb dziko zyjacych wybrane zgodnie ze wspomniang czg$cig poddano jednemu z nastepujacych
programéw nadzoru:

(i) model A — dwuletni program nadzoru:

Gospodarstwa lub punkty pobierania prébek byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich
probki przez co najmniej dwa kolejne lata, jak przewidziano w sekgji III tabela 2.A.

W ciaggu tego dwuletniego okresu badania wszystkich prébek przeprowadzone przy wykorzystaniu
metod diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do KHV i wykluczono
wszelkie podejrzenie obecnosci KHVD zgodnie z metodami diagnostycznymi okre§lonymi w pkt I11.2;
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(i) model B — czteroletni program nadzoru przy prébce zredukowanej:

Gospodarstwa lub punkty pobierania prébek byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich
probki przez co najmniej cztery kolejne lata, jak przewidziano w sekgji III tabela 2.B.

W ciagu tego okresu czterech lat badania wszystkich probek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do KHV i wykluczono
wszelkie podejrzenie obecnosci KHVD zgodnie z metodami diagnostycznymi okreslonymi w pkt I11.2;

b) jesli w trakcie realizacji czteroletniego programu nadzoru okreslonego w lit. a) w gospodarstwie objetym tym
programem potwierdzono zakazenie KHV i w nastepstwie cofnigto temu gospodarstwu status zdrowotny
kategorii II, gospodarstwo to moze natychmiast odzyskaé status zdrowotny kategorii II i kontynuowaé
realizacje programu nadzoru w celu uzyskania statusu obszaru wolnego od choroby bez wdrazania
programu zwalczania, o ktérym mowa w pkt 1.2.2, o ile gospodarstwo to spelnia nastepujace warunki:

(i) jest gospodarstwem kontynentalnym, ktérego status zdrowotny odnoszacy si¢ do KHVD jest niezalezny
od odnoszgcego si¢ do tej choroby statusu zdrowotnego populacji zwierzat wodnych w otaczajacych to
gospodarstwo wodach naturalnych, zgodnie z czgscig II pkt 3 zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE;

(i) zostalo ono oprdéznione ze zwierzgt, oczyszczone, zdezynfekowane i poddane odlogowaniu; dlugosé
okresu odfogowania wynosi przynajmniej sze$¢ tygodni;

(iti) populacje w gospodarstwie odnowiono rybami pozyskanymi z paristw cztonkowskich, stref lub enklaw
o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do KHVD.

1.2.2.  Programy zwalczania
1.2.2.1. Wymogi ogdlne

Panistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktore posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do
KHVD, moga uzyskac status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy wszystkie gospodarstwa w
obrebie tego paristwa czlonkowskiego, tej strefy lub enklawy utrzymujace gatunki podatne wymienione w
czedci I zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly objete przynajmniej nastgpujacym programem
zwalczania:

a) skutecznie zastosowano minimalne $rodki zwalczania choroby przewidziane w rozdziale V sekcja 4
dyrektywy 2006/88/WE, a w poblizu gospodarstw uznanych urzegdowo za zakazone KHV ustanowiono
obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby, o ktérym mowa w art. 32 lit. b) wspomnianej
dyrektywy, obejmujacy strefe ochronng oraz strefe nadzoru.

Obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby zdefiniowano odrebnie dla kazdego przypadku przy
uwzglednieniu czynnikéw wplywajacych na ryzyko rozprzestrzenienia si¢ KHVD na ryby utrzymywane w
gospodarstwie rybackim i ryby dziko zyjace, takich jak: liczba, odsetek i rozklad $miertelnosci ryb
znajdujacych siec w danym gospodarstwie, zakazonych KHV; odleglos¢ od sasiednich gospodarstw i ich
gesto$é; bliskos¢ rzezni; gospodarstwa kontaktowe; gatunki wystepujace w gospodarstwach; praktyki rybackie
stosowane w gospodarstwach zarazonych i sasiednich; stwierdzone warunki hydrodynamiczne i inne
czynniki o znaczeniu epidemiologicznym.

Przy ustanawianiu stref ochronnych i stref nadzoru stosuje si¢ nast¢pujace minimalne wymogi w odniesieniu
do wyznaczania ich granic geograficznych:

(i) w bezposrednim sgsiedztwie gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone KHV ustanawia si¢ strefe
ochronng, ktéra odpowiada calemu obszarowi zlewni gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone
KHV; wlasciwy organ moze ograniczy¢ obszar strefe do czesci obszaru zlewni, o ile nie stanowi to
zagrozenia dla zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ KHVD;

(ii) poza granica strefy ochronnej ustanawia si¢ strefe nadzoru, ktéra odpowiada rozszerzonemu obszarowi
otaczajacemu ustanowiong strefe ochronna;
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b) wszystkie gospodarstwa, ktére utrzymuja w obrebie strefy ochronnej gatunki podatne wymienione w
czesci 11 zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, a ktorych nie uznano urzedowo za zakazone KHV,
podlegaja urzedowemu dochodzeniu obejmujgcemu przynajmniej nastepujace elementy:

(i) pobranie do badan prébek skladajacych si¢ z 10 ryb, jesli stwierdzono objawy kliniczne lub zmiany
anatomopatologiczne wskazujace na zakazenie KHVD, lub z 30 ryb, je$li nie stwierdzono objawéw
klinicznych ani zmian anatomopatologicznych;

(ii) jedno badanie stanu zdrowia; w gospodarstwach, w odniesieniu do ktérych badania, o ktérych mowa w
pkt I.2 daly wyniki ujemne; badania stanu zdrowia prowadzi si¢ co miesigc w sezonie, w ktérym
temperatura wody prawdopodobnie osiagnie > 15 °C, do czasu zniesienia strefy ochronnej zgodnie z
pkt 1.2.2.1 lit. ¢);

c) wszystkie gospodarstwa uznane urzgdowo za zakazone KHV podlegaja opréznieniu ze zwierzat,
oczyszczeniu, zdezynfekowaniu i odlogowaniu. Diugo$¢ okresu odlogowania wynosi przynajmniej sze$é
tygodni. Po opréznieniu ze zwierzat wszystkich gospodarstw uznanych urzedowo za zakazone potozonych
w obrebie tej samej strefy ochronnej przeprowadza si¢ zsynchronizowane odlogowanie trwajace
przynajmniej trzy tygodnie. Niniejszy akapit ma réwniez zastosowanie do gospodarstw uznanych urzedowo
za zakazone w trakcie realizacji programu zwalczania.

Po zakoniczeniu odlogowania w gospodarstwie uznanym urz¢dowo za zakazone strefy ochronne przeksztalca
si¢ w strefy nadzoru.

Wilasciwy organ moze podja¢ decyzje o nalozeniu na inne gospodarstwa w obrebie ustanowionej strefy
ochronnej i strefy nadzoru wymogu oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, dezynfekcji i odlogowania.
Dlugo$¢ okresu odtogowania ustalana jest przez wlasciwy organ na podstawie jednostkowej oceny ryzyka;

d) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone KHV oraz wszystkich innych gospodar-
stwach poddanych odlogowaniu w obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacje
odnawia sie:

(i) rybami pozyskanymi z pafstw czlonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I
odnoszacym si¢ do KHVD; lub

(i) w okresie przejsciowym trwajacym do dnia 31 grudnia 2020 r. — rybami pozyskanymi z pafistw
cztonkowskich, stref lub enklaw posiadajacych zatwierdzony program nadzoru nad KHVD.

Odnowienie populacji przeprowadza si¢ dopiero po dokonaniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzgdowo za zakazone KHV oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania zgodnie
z pkt 1.2.2.1 lit. ¢);

e) wszystkie gospodarstwa w obrebie panstwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy objetych programem
zwalczania utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci Il zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE
oraz, gdy wymagany jest nadzér w populacjach ryb dziko zyjacych, punkty pobierania prébek wybrane
zgodnie z pkt .1 s3 nastepnie objete przynajmniej programem nadzoru okre$lonym w pkt 1.2.1.

1.2.2.2. Wymogi odnoszace si¢ do odzyskania statusu obszaru wolnego od choroby przez enklawy kontynentalne
obejmujgce pojedyncze gospodarstwo uznane wezesniej za wolne od choroby w odniesieniu do KHVD

Enklawa kontynentalna obejmujgca pojedyncze gospodarstwo posiadajace status zdrowotny kategorii I w
odniesieniu do KHVD, ktorej status zdrowotny odnoszacy si¢ do KHVD jest niezalezny od otaczajacych ja wod
naturalnych zgodnie z czescig Il pkt 3 zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE i ktérej cofnigto status
kategorii I zgodnie z art. 53 ust. 3 wspomnianej dyrektywy, moze odzyskaé status zdrowotny kategorii I w
odniesieniu do KHVD natychmiast po potwierdzeniu przez wlaiciwy organ spelnienia nastgpujacych warunkéw:

a) zostala ona oprdzniona ze zwierzat, oczyszczona, zdezynfekowana i poddana odlogowaniu; dtugos¢ okresu
odlogowania wynosila przynajmniej sze$¢ tygodni;

b) populacje w enklawie odnowiono rybami pozyskanymi z panstw cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie
zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do KHVD lub z enklaw posiadajacych zatwierdzony program
nadzoru nad KHVD (status zdrowotny kategorii II).
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L.3. Szczegblne wymogi do celéw utrzymania statusu kategorii I w odniesieniu do KHVD

Jesli do utrzymania statusu zdrowotnego kategorii I wymagany jest nadzor ukierunkowany, jak przewidziano w
art. 52 dyrektywy 2006/88/WE, wszystkie gospodarstwa utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci II
zalacznika IV do tej dyrektywy, polozone w obrgbie danego panstwa czlonkowskiego, danej strefy lub enklawy
obejmuje si¢ badaniami stanu zdrowia i pobieraniem prébek zgodnie z sekcjg III tabela 2.B, uwzgledniajac
poziom zagrozenia dla danego gospodarstwa w odniesieniu do przeniesienia zakazenia KHV.

Czestotliwo$¢ badan stanu zdrowia w kierunku KHVD w odniesieniu do enklaw kategorii I polozonych na
obszarach kontynentalnych i skladajacych si¢ z przynajmniej jednego gospodarstwa, ktérego status zdrowotny
odnoszacy si¢ do KHVD jest zalezny od statusu zdrowotnego tej choroby otaczajacych je wéd naturalnych
zgodnie z czedcig IT pkt 2 zalacznika V do dyrektywy 2006/88/WE, jest zgodna z liczba podang w tabeli 2.C dla
wysokiego poziomu ryzyka.

W panstwach czlonkowskich, strefach lub enklawach, w ktérych liczba gospodarstw jest ograniczona, a nadzor
ukierunkowany tych gospodarstw nie dostarcza wystarczajacych danych epidemiologicznych, systemy nadzoru
do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby obejmuja punkty pobierania prébek wybrane
zgodnie z wymogami okre§lonymi w pkt 1.1.

W takich punktach pobierania prébek dokonuje si¢ badan i poboru prébek w systemie rotacyjnym
obejmujacym co roku 50 % wszystkich punktéw. Pobierania probek dokonuje si¢ zgodnie z tabelg 2.C zawarta
w sekcji III. Probki wybiera sig, przygotowuje i bada zgodnie z sekcjg I, a badania laboratoryjne w kierunku
obecnosci czynnika wywotujacego KHVD muszg da¢ wyniki ujemne.

Status obszaru wolnego od choroby utrzymuje si¢ dopédty, dopdki badania wszystkich probek przeprowadzone
przy wykorzystaniu metod diagnostycznych okreSlonych w pkt I11.2 daja wyniki ujemne w odniesieniu do
KHVD, przy czym wykluczone musi by¢ wszelkie podejrzenie obecnosci KHVD zgodnie z metodami diagnos-
tycznymi okre$lonymi w pkt II1.2.

L4. Szczegblne wymogi odnoszace si¢ do uchylenia Srodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby przewi-
dzianych w art. 39 dyrektywy 2006/88/WE w celu uzyskania statusu zdrowotnego kategorii III odnoszacego si¢
do KHVD przez panstwa cztonkowskie, strefy lub enklawy posiadajace status zdrowotny kategorii V

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do
KHVD, moga uzyska¢ status zdrowotny kategorii Ill w odniesieniu do tej choroby ujetej w wykazie pod nastepu-
jacymi warunkami:

a) spelniono wymogi okreslone w pkt 1.2.2.1 lit. a), b) i ). Jesli odlogowanie jest technicznie niemozliwe, dane
gospodarstwa obejmuje si¢ alternatywnym $rodkiem, ktéry daje niemal jednakowe gwarancje usunigcia KHV
ze $rodowiska gospodarstwa;

b) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone i wszystkich innych gospodarstwach
poddanych odlogowaniu/$rodkom alternatywnym zgodnie z lit. a), polozonych w obrebie ustanowionej
strefy ochronnej i strefy nadzoru odnowiono populacje rybami pozyskanymi z panstw czlonkowskich, stref
lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I, II lub IIl odnoszacym si¢ do KHVD;

¢) odnowienia populacji dokonano dopiero po przeprowadzeniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzgdowo za zakazone opréznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania/$rodkéw
alternatywnych zgodnie z lit. a).

1. Metody diagnostyczne i metody pobierania prébek w ramach nadzoru do celéw uzyskania i utrzymania statusu
obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do KHVD
IL.1.  Probki

Materiatem biologicznym podlegajacym badaniu sa skrzela i nerki. Mozna laczy¢ fragmenty narzadéw
pochodzgce od maksymalnie dwdch ryb.

I.2.  Metody diagnostyczne w ramach nadzoru do celéw uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do KHVD

Metoda diagnostyczng do celéw uzyskania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do KHVD jest
faficuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) zgodnie ze szczegdlowymi metodami i
procedurami diagnostycznymi okreslonymi w zalaczniku II czgs¢ 2 pkt IL.
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1L Metody diagnostyczne i metody pobierania probek w ramach dochodzen urzedowych do celéw potwierdzenia lub

wykluczenia podejrzenia obecnosci KHVD

IL.1.  Prdbki
Materialem biologicznym podlegajacym badaniu sa skrzela i nerki. Mozna laczy¢ fragmenty narzadéw
pochodzgce od maksymalnie dwdch ryb.

[1.2.  Metody dochodzenia urzedowego i metody diagnostyczne do celéw wykluczenia i potwierdzenia zakazenia KHV
Jesli istnieje konieczno§¢ potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia obecnosci KHVD zgodnie z art. 28
dyrektywy 2006/88/WE, przestrzega si¢ nastepujacej procedury badar, pobierania probek i prowadzenia testow:

a) dochodzenie urzgdowe obejmuje przynajmniej jedno badanie stanu zdrowia i jedno pobranie prébki 10 ryb,
jesli stwierdzono objawy kliniczne lub zmiany anatomopatologiczne wskazujgce na zakazenie KHV, lub
30 ryb, jesli nie stwierdzono objawéw klinicznych ani zmian anatomopatologicznych. Probki bada si¢ przy
wykorzystaniu metody diagnostycznej okreslonej w lit. b) zgodnie ze szczegblowymi metodami i
procedurami diagnostycznymi okre$lonymi w zalaczniku II czgs¢ 2 pkt II;

b) obecnos¢ zakazenia KHV uznaje si¢ za potwierdzona, jesli KHV wykryto przy wykorzystaniu PCR;

podejrzenie obecnosci KHVD mozna wykluczy¢, jesli badanie to nie wykazuje dalszych dowodéw na
obecno$¢ KHV.

Tabela 2.A

System nadzoru obowiazujacy dla stref i enklaw w dwuletnim okresie kontroli poprzedzajacym uzyskanie
statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do KHVD, jak wskazano w pkt 1.2.1

Liczba badan Liczba badan labo- Liczba rvb
klinicznych na rok | ratoryjnych na rok ! rébrz . W
(okres dwoch lat) (okres dwoch lat) p
Gospodarstwa/miejsca | Pierwsze dwa lata okresu nad-
podarstwa, 2 2 75 ()
pobierania prébek zoru

Maksymalna liczba ryb, z ktdrych sporzadza si¢ probke taczona: 2

(") Probki pobiera si¢ od takiej liczby ryb, by zapewni¢ wykrycie KHV przy poziomie ufnoéci 95 %, przy zalozeniu szacunkowego
czynnika chorobowosci wynoszacego 5 %.

Tabela 2.B

System nadzoru obowigzujacy dla stref i enklaw w czteroletnim okresie kontroli poprzedzajagcym uzyskanie
statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do KHVD, jak wskazano w pkt 1.2.1

Liczba badan Liczba badan labo- Liczba ryb w
klinicznych na rok | ratoryjnych na rok prébce

Gospodarstwa/miejsca | Pierwsze dwa lata okresu nad-

: . ; 1 1 30
pobierania prébek zoru
Gospodarstwa/miejsca | Ostatnie dwa lata okresu nad-

: . ) 2 2 30
pobierania probek zoru

Maksymalna liczba ryb, z ktérych sporzadza si¢ probke taczona: 2
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Tabela 2.C

Systemy nadzoru obowigzujace dla stref i enklaw do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby

w odniesieniu do KHVD, jak wskazano w pkt 1.3

Poziom zagrozenia Liczba badan stanu zdrowia Liczba ryb w prébce
Wysoki 2 w roku 30
Sredni 1 w roku 30
Niski 1 na 2 lata 30

Maksymalna liczba ryb, z ktérych sporzadza si¢ probke faczona: 2

Tabela 2.D

System nadzoru do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do KHVD w
panstwach czlonkowskich, strefach lub enklawach, w ktérych liczba gospodarstw jest ograniczona, a nadzér
ukierunkowany tych gospodarstw nie dostarcza wystarczajacych danych epidemiologicznych, jak wskazano w

pkt 1.3
Liczba badan klinicznych na Liczba badan laboratoryjnych Liczba rvb b
rok na rok iczba ryb w probcee
Punkty pobierania prébek 1 na 2 lata 1 na 2 lata 30

Maksymalna liczba ryb, z ktérych sporzadza si¢ probke faczona: 2

CZESC 3
METODY NADZORU I KONTROLI W ODNIESIENIU DO ZAKAZNEJ ANEMII LOSOSIA (ISA)

Wymogi w zakresie programéw nadzoru i zwalczania do celéw uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do ISA oraz zapobiegania zakazeniu wirusem zakaZnej anemii lososia z delecja w regionie
HPR

Wymogi ogdlne

Jesli istnieje wymog, by badania stanu zdrowia i pobieranie prébek w gospodarstwach przeprowadzane byly
czedciej niz raz w roku zgodnie z czeScig I pkt 2 akapit drugi zalacznika V do dyrektywy 2006/88/WE,
poszczegdlne badania stanu zdrowia lub poszczegélne pobrania probek odbywaja si¢ w mozliwie najwigkszych
odstepach czasu.

Jesli w populacjach ryb dziko Zyjacych konieczny jest nadzér ukierunkowany zgodnie z czescig 1 pkt 2 akapit
drugi zalacznika V do dyrektywy 2006/88/WE, liczbe i rozmieszczenie geograficzne punktéw pobierania
probek ustala si¢ tak, by uzyska¢ rozsadny stopien pokrycia terytorium pafistwa czlonkowskiego, strefy lub
enklawy. Punkty pobierania probek powinny by¢ reprezentatywne dla réznych ekosysteméw stanowiacych
siedlisko podatnych populacji dzikich.

Badania stanu zdrowia pod katem obecnosci ryb martwych, o oslabionej kondycji albo zachowujacych sie
nienaturalnie przeprowadza si¢ we wszystkich jednostkach produkcyjnych, takich jak stawy, zbiorniki i sadze.
Szczegblng uwage zwraca si¢ na miejsca odpltywu wody, w ktérych z powodu pradu wody zwykle gromadzy sie
ryby o oslabionej kondycji.
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Ryby pobierane jako probki wybiera si¢ w nastepujacy sposéb:

a) wybiera si¢ jedynie ryby w stanie agonalnym lub $wiezo padle, lecz niebedace w stanie rozkladu; przy
wyborze preferuje si¢ w szczegdlnosci ryby wykazujace niedokrwisto$¢, zmiany krwotoczne lub inne oznaki
kliniczne wskazujace na zaburzenia krazenia;

b) jesli wéroéd gatunkéw podatnych obecnych w danym miejscu jest toso$ atlantycki, nalezy wybraé go do
badania w pierwszym rzedzie. Jesli w gospodarstwie rybackim nie ma lososia atlantyckiego, nalezy pobraé
inne gatunki podatne;

¢) jesli do produkcji ryb wykorzystuje si¢ wigcej niz jedno Zrédlo wody, prébka powinna zawieraé ryby
reprezentujace wszystkie Zrodta wody zasilajace gospodarstwo;

d) probka powinna zawieraé ryby proporcjonalnie reprezentujgce wszystkie jednostki produkcyjne
gospodarstwa, takie jak stawy, zbiorniki i sadze, oraz wszystkie roczniki ryb.

L.2. Szczegblne wymogi do celéw uzyskania statusu zdrowotnego kategorii I w odniesieniu do ISA
[.2.1. Programy nadzoru

Panstwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére w odniesieniu do ISA posiadajg status zdrowotny kategorii III
zgodnie z czedcig B zalacznika I do dyrektywy 2006/88/WE, moga uzyskaé status zdrowotny kategorii I w
odniesieniu do tej choroby, jesli wszystkie gospodarstwa utrzymujgce gatunki podatne wymienione w czesci 1I
zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, polozone w obrebie danego pafistwa czlonkowskiego, danej strefy
lub enklawy, spelniajg odpowiednie wymagania okre$lone w zalaczniku V do tej dyrektywy, a wszystkie te
gospodarstwa oraz, o ile wymagane jest to przepisem czesci I pkt 2 akapit drugi zalacznika V do tej dyrektywy,
punkty pobierania prébek w populacji ryb dziko zyjacych wybrane zgodnie ze wspomniang czeicig poddano
nastepujacemu programowi nadzoru:

a) gospodarstwa lub punkty pobierania probek byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich prébki
przez co najmniej dwa kolejne lata, jak przewidziano w sekgji II tabela 3.A;

b) w ciggu tego dwuletniego okresu badania wszystkich prébek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do ISAV z delecjg w regionie HPR
i wykluczono wszelkie podejrzenie obecnosci ISA zgodnie z metodami diagnostycznymi okre§lonymi w
pkt IL.3;

c) jeSsli w trakcie realizacji programu nadzoru potwierdzono obecno$¢ ISA w gospodarstwie objetym tym
programem nadzoru i w zwigzku z tym cofnigto status zdrowotny kategorii II, przeprowadza si¢ program
zwalczania zgodnie z pkt 1.2.2.

1.2.2.  Programy zwalczania
1.2.2.1. Wymogi ogdlne

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do ISA,
mogg uzyskac status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy wszystkie gospodarstwa w obrebie
tego panstwa czlonkowskiego, tej strefy lub enklawy utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci II
zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly objete przynajmniej nastepujacym programem zwalczania
zgodnym z lit. a)—e):

a) skutecznie zastosowano minimalne $rodki zwalczania choroby przewidziane w rozdziale V sekcja 3
dyrektywy 2006/88/WE, a w szczegdlnoici w poblizu gospodarstw, ktére uznano urzgdowo za zakazone
ISAV z delecjg w regionie HPR lub w przypadku ktérych potwierdzono obecno$¢ ISA, ustanowiono obszar
zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby, o ktérym mowa w art. 32 lit. b) wspomnianej dyrektywy,
obejmujgcy strefe ochronng oraz strefe nadzoru.

Obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby zdefiniowano odrebnie dla kazdego przypadku przy
uwzglednieniu czynnikéw wplywajacych na ryzyko rozprzestrzenienia si¢ ISA na ryby utrzymywane w
gospodarstwie rybackim lub ryby dziko Zyjace, takich jak: liczba, odsetek i rozklad $miertelnosci ryb
znajdujacych si¢ w danym gospodarstwie, zakazonych ISAV z delecja w regionie HPR; odleglos¢ od
sgsiednich gospodarstw i ich gestos¢; blisko§¢ rzezni; gospodarstwa kontaktowe; gatunki wystepujace w
gospodarstwach; praktyki rybackie stosowane w gospodarstwach zarazonych i sasiednich; stwierdzone
warunki hydrodynamiczne i inne czynniki o znaczeniu epidemiologicznym.
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Przy ustanawianiu stref ochronnych i stref nadzoru stosuje si¢ nastepujace minimalne wymogi w odniesieniu
do wyznaczania ich granic geograficznych:

(i) w bezposrednim sasiedztwie gospodarstwa uznanego urz¢dowo za zakazone ISA ustanawia si¢ strefe
ochronng, ktéra odpowiada:

1) w strefach przybrzeznych: obszarowi znajdujgcemu si¢ w okregu o promieniu przynajmniej jednego
zakresu ruchu wody podczas plywu albo o promieniu przynajmniej 5 km, w zaleznosci od tego,
ktéry z nich jest wigkszy, przy czym $rodek okregu stanowi gospodarstwo uznane urzedowo za
zakazone ISA, lub réwnowaznemu obszarowi okreSlonemu zgodnie z odpowiednimi danymi
hydrodynamicznymi lub epidemiologicznymi;

2) w strefach $rédladowych: calemu obszarowi zlewni gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone
ISA; wlasciwy organ moze ograniczy¢ obszar strefe do czesci obszaru zlewni, o ile nie stanowi to
zagrozenia dla zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ ISA;

(i) poza granicg strefy ochronnej ustanawia si¢ stref¢ nadzoru, ktéra odpowiada:

1) w strefach przybrzeznych: otaczajagcemu strefe ochronng obszarowi obejmujagcemu nakladajace si¢
strefy zakresu ruchu wody podczas plywu; otaczajacemu strefe ochronng obszarowi znajdujacemu si¢
w okregu o promieniu 10 km, liczac od Srodka strefy ochronnej; lub réwnowaznemu obszarowi
zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiologicznymi; lub

2) w strefach $rédladowych: rozszerzonemu obszarowi poza granicg ustanowionej strefy ochronnej:

d) wszystkie gospodarstwa, ktore utrzymuja w obrebie strefy ochronnej gatunki podatne wymienione w
czesci 11 zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, a ktdrych nie uznano urzedowo za zakazone ISA,
podlegaja urzedowemu dochodzeniu obejmujacemu przynajmniej nastepujace elementy:

(i) pobranie do badan probek skladajacych si¢ z 10 ryb w stanie agonalnym, jesli stwierdzono objawy
kliniczne lub zmiany anatomopatologiczne wskazujace na zakazenie ISA, lub z przynajmniej 30 ryb, jesli
nie stwierdzono objawéw klinicznych ani zmian anatomopatologicznych;

(ii) jedno badanie stanu zdrowia; w gospodarstwach, w ktorych badania, o ktérych mowa w ppkt (i) daly
wyniki ujemne, badania stanu zdrowia prowadzi si¢ nadal raz w miesigcu do zniesienia strefy ochronnej
zgodnie z pkt 1.2.2.1. lit. ¢);

d) wszystkie gospodarstwa, ktére uznano urzedowo za zakazone ISAV z delecj3 w regionie HPR lub w
przypadku ktérych potwierdzono obecnos$¢ ISA, podlegaja opréznieniu ze zwierzat, oczyszczeniu, zdezynfe-
kowaniu i odlogowaniu przez okres przynajmniej trzech miesigcy. Strefe ochrony i strefe nadzoru mozna
znie$¢, gdy wszystkie gospodarstwa w obrebie strefy ochrony zostaly opréznione ze zwierzat, oczyszczone,
zdezynfekowane i poddane zsynchronizowanemu odlogowaniu przez okres wynoszacy przynajmniej sze$¢
tygodni.

Po zakonczeniu odlogowania w gospodarstwie uznanym urzedowo za zakazone strefy ochronne przeksztalca
si¢ w strefy nadzoru.

Wilasciwy organ moze podja¢ decyzje o nalozeniu na inne gospodarstwa w obrebie ustanowionej strefy
ochronnej i strefy nadzoru wymogu oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, dezynfekcji i odlogowania.
Dhugos¢ okresu odlogowania w takich gospodarstwach ustalana jest przez wlasciwy organ na podstawie
indywidualnej oceny ryzyka;

e) we wszystkich gospodarstwach, ktére uznano urzedowo za zakazone ISAV z delecja w regionie HPR lub w
przypadku ktérych potwierdzono obecno$¢ ISA, i wszystkich innych gospodarstwach poddanych
odlogowaniu w obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacj¢ odnawia si¢ rybami
pozyskanymi z pafistw cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢
do ISA.

Odnowienie populacji przeprowadza si¢ dopiero po dokonaniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzedowo za zakazone oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odtogowania zgodnie z
pkt 1.2.2.1 lit. ¢);

f) wszystkie gospodarstwa w obrebie panstwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy objetych programem
zwalczania utrzymujace gatunki podatne wymienione w czesci II zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE
oraz, gdy wymagany jest nadzér w populacjach ryb dziko zyjacych, punkty pobierania prébek wybrane
zgodnie z pkt .1 s3 nastepnie objete systemem nadzoru okreslonym w pkt 1.2.1.
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1.2.2.2. Wymogi dla odzyskania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do enklaw kontynentalnych
obejmujacych pojedyncze gospodarstwo uznane wezesniej za gospodarstwo o statusie zdrowotnym kategorii I

Enklawa kontynentalna obejmujgca pojedyncze gospodarstwo posiadajace status zdrowotny kategorii I w
odniesieniu do ISA, ktérej status zdrowotny jest niezalezny od otaczajacych ja wod naturalnych zgodnie z
czescig 1T pkt 3 zalacznika V do dyrektywy 2006/88/WE i ktdrej cofnigto status zdrowotny kategorii [ zgodnie z
art. 53 ust. 3 wspomnianej dyrektywy, moze odzyskaé ten status natychmiast po potwierdzeniu przez wlasciwy
organ, ze spelnia ona nastgpujace warunki:

a) zostala ona oprézniona ze zwierzat, oczyszczona, zdezynfekowana i poddana odtogowaniu; dtugos$é¢ okresu
odlogowania wynosi przynajmniej sze$¢ tygodni;

b) populacje w enklawie odnowiono rybami pozyskanymi z panstw cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie
zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do ISA.

L.3. Minimalne $rodki zwalczania choroby do celéw utrzymania statusu kategorii I w odniesieniu do ISA

Jesli do utrzymania statusu zdrowotnego kategorii I wymagany jest nadzor ukierunkowany, jak przewidziano w
art. 52 dyrektywy 2006/88/WE, wszystkie gospodarstwa utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci II
zalgcznika IV do tej dyrektywy, polozone w obrebie danego panstwa czlonkowskiego, danej strefy lub enklawy
obejmuje si¢ badaniami stanu zdrowia i pobieraniem probek zgodnie z sekcja 1I tabela 3.B ('), uwzgledniajac
poziom zagrozenia dla danego gospodarstwa w odniesieniu do przeniesienia zakazenia ISA.

Gdy okresla si¢ czgstotliwo§¢ badan stanu zdrowia pod katem ISA w enklawach o statusie zdrowotnym
kategorii I, ktére s3 poloZone na obszarach kontynentalnych i ktérych status zdrowotny odnoszacy si¢ do ISA
jest zalezny od statusu zdrowotnego otaczajacych te enklawe wod naturalnych bedgcych siedliskiem lososia
atlantyckiego (Salmo salar), ryzyko przeniesienia zakazenia ISA uznaje si¢ za wysokie.

Status obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do ISA mozna utrzymaé dopéty, dopdki badania wszystkich
probek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daja wyniki ujemne
w odniesieniu do ISAV z delecjg w regionie HPR, przy czym wykluczono wszelkie podejrzenie obecnosci ISA
zgodnie z metodami diagnostycznymi okreslonymi w pkt IL.3.

[4.  Szczegdlne wymogi do celow uzyskania statusu zdrowotnego kategorii IIl w odniesieniu do ISAV z delecja w
regionic HPR przez pafistwa czlonkowskie, strefy lub enklawy posiadajace uprzednio status zdrowotny
kategorii V

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do ISA,
mogg uzyskac status zdrowotny kategorii IIl pod nastgpujacymi warunkami:

a) spelniono wymogi okreslone w pkt 1.2.2.1 lit. a), b) i c). Jesli odlogowanie jest technicznie niemozliwe,
gospodarstwa obejmuje si¢ alternatywnym $rodkiem, ktéry daje niemal jednakowe gwarancje usunigcia ISAV
ze Srodowiska gospodarstwa;

b) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone i wszystkich innych gospodarstwach
poddanych odlogowaniu lub $rodkom alternatywnym zgodnie z lit. a), polozonych w obrebie ustanowionej
strefy ochronnej i strefy nadzoru odnowiono populacje rybami pozyskanymi z panstw cztonkowskich, stref
lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I, II lub IIl odnoszacym si¢ do ISA;

¢) odnowienia populacji dokonano dopiero po przeprowadzeniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzgdowo za zakazone opréznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania/$rodkéw
alternatywnych zgodnie z lit. a).

d) w okresie dwoch lat od zakoficzenia Srodkéw, o ktérych mowa w lit. a), b) i ¢) nie potwierdzono przypadku
ISAV z delecjg w regionie HPR, a podejrzenia zaistniale w tym okresie wykluczono zgodnie z procedurami
ustanowionymi w pkt IL.3.

() Nie stosuje si¢ do gospodarstw, ktére prowadza wylacznie chéw pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss) lub troci wedrownej (Salmo
trutta) i ktorych zaopatrzenie w wodg opiera si¢ wylacznie na zrédiach wody stodkiej niebedacej siedliskiem tososia atlantyckiego (Salmo
salar).
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IL. Metody diagnostyczne i dochodzenia urzedowe
IL.1. Probki
Material biologiczny podlegajacy badaniu:
a) Histologia: nerka — czg$¢ glowowa, watroba, serce, trzustka, jelito, $ledziona i skrzela;
b) Immunohistochemia: nerka — cze$¢ Srodkowa i serce wlgcznie z zastawkami i bulbus arteriosus;
¢) analiza RT-qPCR: nerka — cze$¢ Srodkowa i serce;
d) Hodowla wirusa: nerka — cze$¢ Srodkowa, serce, watroba i $ledziona.

Mozna faczy¢ fragmenty narzadéw pochodzgce od maksymalnie pigciu ryb.

I.2.  Metody diagnostyczne do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu
do ISA

Metoda diagnostyczng stosowang do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w
odniesieniu do ISA zgodnie z pkt 1.2 oraz 1.3 jest RT-qPCR z nastgpnym sekwencjonowaniem prébek dodatnich,
zgodnie ze szczegétowymi metodami i procedurami okreslonymi w zalgczniku IT cze$é 3.

Jesli badanie RT-qPCR dalo wynik dodatni, przed wprowadzeniem wstepnych $rodkéw zwalczania choroby, o
ktérych mowa w art. 28 dyrektywy 2006/88/WE, bada si¢ kolejne probki.

Prébki te bada si¢ w nastgpujacy sposéb zgodnie ze szczegtowymi metodami i procedurami okre$lonymi w
zalgczniku 11 czg$é 3:

a) badanie przesiewowe prébek przy wykorzystaniu RT-gPCR, w tym sekwencjonowanie genu HE w celu
sprawdzenia delecji w obszarze HPR;

oraz

b) badanie preparatéw tkankowych przy zastosowaniu specyficznych przeciwcial przeciwko ISAV (tj. metody
immunohistochemiczne na skrawkach utrwalonych lub test immunofluorescencji posredniej na odciskach

tkankowych); lub

¢) izolacja i identyfikacja ISAV w linii komoérkowej z przynajmniej jednej probki z jakiejkolwiek ryby pobranej
w gospodarstwie jako probka;

I.3.  Metody dochodzenia urzgdowego i metody diagnostyczne do celéw wykluczenia lub potwierdzenia obecnosci
ISA

Jesli istnieje konieczno$¢ potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia obecnosci ISA zgodnie z art. 28 dyrektywy
2006/88|WE, przestrzega si¢ nastepujacej procedury badan, pobierania probek i prowadzenia testéw:

a) dochodzenie urzedowe, ktére obejmuje przynajmniej jedno badanie stanu zdrowia i jedno pobranie probki
10 ryb w stanie agonalnym, jesli stwierdzono objawy kliniczne lub objawy pos$miertne wskazujace na
zakazenie ISA. Jesli nie stwierdzono objawow klinicznych ani po$miertnych wskazujacych na zakazenie ISA,
po badaniach stanu zdrowia nastgpuje ukierunkowane pobieranie prébek przynajmniej 30 ryb w stanie
agonalnym lub §wiezo padlych w normalnym stanie zgodnie z pkt 1.1. Probki bada si¢ zgodnie z metodami
diagnostycznymi okreslonymi w lit. b);

b) jesli badanie RT-qPCR w kierunku ISAV z delecjg w regionie HPR dato wynik dodatni, przed wprowadzeniem
wstepnych Srodkéw zwalczania choroby, o ktérych mowa w art. 28 dyrektywy 2006/88/WE, bada si¢
kolejne probki. Przypadek podejrzenia zakazenia ISA potwierdza si¢ zgodnie z nastgpujacymi kryteriami
przy wykorzystaniu szczegélowych metod i procedur okreslonych w zalaczniku II czg$¢ 3:

(i) wykrywanie ISAV przy wykorzystaniu RT-qPCR, w tym sekwencjonowanie genu HE w celu sprawdzenia
delecji w obszarze HPR, oraz wykrywanie ISAV w preparatach tkankowych przy zastosowaniu
specyficznych  przeciwcial przeciwko ISAV (tj. metody immunohistochemiczne na skrawkach
utrwalonych lub test immunofluorescencji posredniej na odciskach tkankowych);

lub
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(ii) wykrywanie ISAV przy wykorzystaniu RT-qPCR, w tym sekwencjonowanie genu HE w celu sprawdzenia
delecji w obszarze HPR; oraz

izolacja i identyfikacja ISAV w linii komérkowej z przynajmniej jednej probki z jakiejkolwiek ryby z

gospodarstwa;

c) jesli stwierdzono wystepowanie zmian klinicznych lub makroskopowych patologicznych wskazujacych na
zakazenie ISA badZ jesli otrzymano wyniki badania histopatologicznego wskazujace na takie zakazenie,
ustalenia takie nalezy potwierdzi¢ wykrywaniem wirusa przy wykorzystaniu dwdch metod diagnostycznych
o niezaleznych zasadach wykrywania, takich jak RT-qPCR i metoda immunohistochemiczna zgodnie z
zalgcznikiem I czes$¢ 3.

Podejrzenie ISA mozna wykluczy¢, jesli stwierdzono, ze testy i badania prowadzone przez okres 12 miesigcy
od dnia powzigcia podejrzenia nie przyniosty kolejnych dowodéw obecnosci ISA.

Tabela 3.A

System nadzoru obowigzujacy dla stref i enklaw w dwuletnim okresie kontroli poprzedzajacym uzyskanie
statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do ISA, jak wskazano w pkt 1.2.1

Rok, w ktérym prowadzono

Liczba badan stanu zdrowia na

Liczba badan laboratoryjnych

Liczba ryb pobieranych rocznie

nadzér rok (okres dwoch lat) na rok (okres dwoch lat) do préby
Rok 1 6 2 (M 2*750)
Rok 2 6 2() 2*75()

(") Probki pobiera sig, przechowuje i bada w ciagu dwoch jednomiesigcznych okreséw badan na rok (mianowicie wiosng i jesienia) lub
w odpowiednich okresach zgodnie z uwarunkowaniami praktycznymi.
() Maksymalna liczba ryb, z ktorych sporzadza si¢ probke faczona: 5.

Tabela 3.B

Systemy nadzoru obowigzujace dla stref i enklaw do celé6 w utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby
w odniesieniu do ISA, jak wskazano w pkt L3 (3

Poziom zagrozenia

Liczba badan stanu zdrowia na

Liczba badari laboratoryjnych

Liczba ryb pobieranych rocznie

rok na rok do préby
Wysoki 2 2(Y) 2*30
Sredni 1 10 30
Niski 1 na 2 lata 1 na 2 lata 30 na 2 lata

Probki pobiera si¢ i bada w ciggu dwdch jednomiesigcznych okreséw badaf na rok (mianowicie wiosna i jesienig) lub w odpowied-
nich okresach zgodnie z uwarunkowaniami praktycznymi.
Nie stosuje si¢ do gospodarstw, ktére prowadza wylacznie chéw pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss) lub troci wedrownej
(Salmo trutta) i kt6rych zaopatrzenie w wodg opiera si¢ wylgcznie na zrédlach wody stodkiej niebedgcej siedliskiem tososia atlantyc-

kiego (Salmo salar).

CZESC 4

METODY NADZORU I KONTROLI W ODNIESIENIU DO INWAZ]JI WYWOLANE]J PRZEZ MARTEILIA REFRINGENS

Wymogi w zakresie programéw nadzoru i zwalczania do cel6w uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Marteilia refringens

Wymogi ogdlne

Badania stanu zdrowia oraz, w stosownych przypadkach, pobieranie prébek do badan laboratoryjnych
przeprowadza si¢ w okresie roku, w ktérym wystepowanie przedmiotowego pasozyta w panstwie cztonkowskim,
strefie lub enklawie jest, zgodnie z do$wiadczeniem, maksymalne. Jesli tego typu dane nie s3 dostepne, pobieranie
probek przeprowadza si¢ bezposrednio po przekroczeniu przez temperature wody granicy 17 °C.
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Jesli probki migczakdw pobiera si¢ zgodnie z wymogami okreslonymi w czesci 4, stosuje sig nastepujace kryteria:

a) jeSli w jednostce produkcyjnej lub na obszarze produkcyjnym wystepuja Ostrea spp. i Mytilus spp., zwierzeta
obu rodzajéw pobiera si¢ do prébki po réwno. Jesli wystepuje tylko jeden ze wspomnianych rodzajéow, do
probki pobiera si¢ ten rodzaj. Jesli nie wystepuje ani rodzaj Ostrea, ani Mpytilus, probka musi by¢ reprezen-
tatywna dla wszystkich pozostalych gatunkéw podatnych, ktére tam wystepuja;

b) jesli w jednostkach produkcyjnych wystepuja migczaki o ostabionej kondycji, z rozchylona muszlg lub $wiezo
$niete ale niebedace w stanie rozkladu, takie mieczaki wybiera si¢ w pierwszym rzedzie. Jesli takie mieczaki nie
wystepuja, wybrane migczaki obejmuja najstarsze zdrowe zwierzeta;

) przy pobieraniu probek w gospodarstwach utrzymujacych mieczaki, w ktorych do produkcji migczakéw
wykorzystuje sie wiecej niz jedno Zrédlo wody, probka obejmuje mieczaki reprezentujace wszystkie zrodla
wody zasilajgce gospodarstwo, tak by wszystkie czeSci gospodarstwa byly proporcjonalnie reprezentowane w
probcee;

d) przy pobieraniu probek na obszarze chowu mieczakéw probka powinna zawieral mieczaki z wystarczajacej
ilosci punktéw pobierania probek, tak by wszystkie czesci obszaru chowu migczakéw byly proporcjonalnie
reprezentowane w probee; Gléwnymi czynnikami, ktére uwzglednia si¢ przy wyborze tych punktéw
pobierania prébek, sa: wczesniejsze punkty pobierania probek, w ktérych stwierdzono obecno$é Marteilia
refringens, gesto$¢ obsady, przeplywy wody, obecno$¢ gatunkéw podatnych, obecno$é gatunkéw wektordw,
batymetria i praktyki zarzadzania zasobami akwakultury. Pobieraniem prébek obejmuje si¢ naturalne kolonie
migczakdw.

1.2, Szczegdlne wymogi do celéw uzyskania statusu zdrowotnego kategorii I w odniesieniu do Marteilia refringens
1.2.1. Programy nadzoru

Panistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktdre posiadaja status zdrowotny kategorii IIl w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens, moga uzyskac status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy
wszystkie gospodarstwa lub obszary chowu migczakéw w obrgbie tego panstwa czlonkowskiego, tej strefy lub
enklawy utrzymujace gatunki podatne wymienione w czesci Il zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly
objete przynajmniej nastgpujacym programem nadzoru obejmujagcymi badania stanu zdrowia oraz pobieranie
probek do badan:

Dwuletni program nadzoru:

a) Gospodarstwa lub obszary chowu migczakéw byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich prébki
przez co najmniej dwa kolejne lata, jak przewidziano w sekeji II tabela 4.A.

b) w ciagu tego dwuletniego okresu badania wszystkich probek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt 11.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do Marteilia refringens i wykluczono
wszelkie podejrzenie obecno$ci Marteilia refringens zgodnie z metodami diagnostycznymi okre$lonymi w
pkt IL.3;

c) jesli probka ma zawiera¢ Ostrea edulis, Mytilus edulis lub Mytilus galloprovincialis pochodzace z panstwa
czlonkowskiego, strefy lub enklawy o statusie zdrowotnym kategorii I, do probki pobiera si¢ zwierzgta
wprowadzone do gospodarstwa lub obszaru chowu migczakéw nie pdzniej niz w okresie wiosennym
bezposrednio poprzedzajacym okres, w ktérym przeprowadzany jest program nadzoru.

1.2.2. Programy zwalczania

Uznaje si¢, ze wyeliminowanie Marteilia refringens w wigkszosci przypadkéw jest niemozliwe, ale jesli panstwo
czlonkowskie uzna je za wykonalne, stosuje si¢ nastepujacy model programu zwalczania:

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens, moga uzyskac status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy
wszystkie gospodarstwa lub obszary chowu migczakéw w obrebie tego pafistwa czlonkowskiego, tej strefy lub
enklawy utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci Il zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly
objete przynajmniej nastepujacym programem zwalczania:

a) skutecznie zastosowano S§rodki przewidziane w rozdziale V sekcja 3 dyrektywy 2006/88/WE, a w
szczegblnosci w poblizu gospodarstw lub obszaréw chowu migczakéw uznanych urzedowo za zakazone w
wyniku inwazji wywolanej przez Marteilia refringens ustanowiono obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu sig
choroby, o ktérym mowa w art. 32 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE, obejmujacy strefe ochronng oraz strefe
nadzoru.
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Obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby definiuje si¢ odrebnie dla kazdego przypadku przy
uwzglednieniu czynnikéw wplywajacych na ryzyko rozprzestrzenienia si¢ Marteilia refringens, takich jak: liczba,
wiek, odsetek i rozklad $miertelnosci migczakéw w danym gospodarstwie lub obszarze chowu migczakéw z
inwazja Marteilia refringens z uwzglednieniem mieczakéw dziko zyjacych; odleglosé od sasiednich gospodarstw
lub obszaréw chowu mieczakéw oraz ich gesto$é, z uwzglednieniem mieczakéw dziko zyjacych; bliskosé
zakladéw przetwarzania oraz gospodarstw kontaktowych lub obszaréw chowu migczakéw; gatunki, zwlaszcza
gatunki podatne lub gatunki wektory, wystepujace w gospodarstwach lub na obszarach chowu mieczakéw;
praktyki rybackie stosowane w zarazonych i sasiednich gospodarstwach oraz obszarach chowu migczakdw;
stwierdzone warunki hydrodynamiczne i inne czynniki o znaczeniu epidemiologicznym.

Przy ustanawianiu stref ochronnych i stref nadzoru stosuje si¢ nastgpujace wymagania minimalne:

(i) w bezposrednim sgsiedztwie gospodarstw lub obszaréw chowu migczakéw uznanych urzedowo za
zakazone w wyniku inwazji wywolanej przez Marteilia refringens ustanawia si¢ strefe ochronna, ktdra
odpowiada obszarowi okre§lonemu zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiolo-
gicznymi;

(i) poza granicg strefy ochronnej ustanawia si¢ strefe nadzoru, ktéra odpowiada obszarowi otaczajacemu
strefe ochronng okreSlonemu zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiolo-
gicznymi;

b) wszystkie gospodarstwa i obszary chowu migczakéw, ktére utrzymujg w obrebie strefy ochronnej gatunki
podatne wymienione w czesci I zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, a ktérych nie uznano urzedowo za
zakazone w wyniku inwazji wywolanej przez Marteilia refringens, podlegaja urzedowemu dochodzeniu
obejmujgcemu przynajmniej pobrania do badan probek 150 migczakéw po rozpoczeciu okresu transmisji
Marteilia refringens. Jesli okres transmisji nie jest znany, pobieranie probek rozpoczyna si¢ w okresie po
osiggnieciu przez wode temperatury przekraczajacej 17 °C;

c) wszystkie gospodarstwa i obszary chowu migczakéw uznane urzedowo za zakazone w wyniku inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens podlegaja oprézinieniu ze zwierzgt, odlogowaniu oraz, w miare
mozliwosci, oczyszczeniu oraz zdezynfekowaniu.

Dlugo$¢ okresu odlogowania wynosi przynajmniej:

(i) dwa miesigce w przypadku gospodarstw i obszaréw chowu migczakéw o ograniczonych powiazaniach z
otaczajacymi je wodami, takich jak wylegarnie i miejsca podchowu;

(i) dwa miesigce w przypadku gospodarstw i obszaréw chowu migczakéw o nieograniczonych powigzaniach
z otaczajgcymi je wodami, o ile migczaki z inwazja nalezace do gatunkéw podatnych oraz te z migczakéw
gatunkéw podatnych, ktére majg zwiazki epidemiologiczne z zakazonym gospodarstwem lub obszarem
chowu migczakéw, zostaly odtowione lub usunigte przed okresem roku, w ktérym wystepowanie Marteilia
refringens zgodnie z do§wiadczeniem jest maksymalne lub, jesli okres taki nie jest znany, przed okresem, w
ktérym temperatura wody przekracza 17 °C;

(ili) czternascie miesigcy w przypadku gospodarstw i obszaréw chowu migczakéw o nieograniczonych
powigzaniach z otaczajgcymi je wodami oraz obszaréw chowu migczakéw, o ile mieczaki z inwazja
nalezgce do gatunkéw podatnych oraz te z migczakéw gatunkéw podatnych, ktdre majg zwiazki epidemio-
logiczne z zakazonym gospodarstwem lub obszarem chowu migczakéw, nie zostaly odtowione ani
usunigte przed okresem roku, w ktérym wystepowanie Marteilia refringens zgodnie z doswiadczeniem jest
maksymalne lub, jesli dane takie nie s3 znane, przed okresem, w ktérym temperatura wody przekracza
17 °C.

Po opréznieniu ze zwierzat wszystkich gospodarstw i obszaréw chowu migczakéw uznanych urzedowo za
zakazone przeprowadza si¢ zsynchronizowane odlogowanie trwajgce przynajmniej cztery tygodnie.

Wilasciwy organ moze podja¢ decyzje o nalozeniu na inne gospodarstwa lub obszary chowu migczakéow w
obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru wymogu, w zaleznosci od przypadku, opréznienia ze
zwierzat, oczyszczenia, dezynfekcji i odlogowania. Dlugo$¢ okresu odlogowania ustalana jest przez wlasciwy
organ na podstawie indywidualnej oceny ryzyka;

d) we wszystkich gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw uznanych urzedowo za zakazone i
wszystkich innych gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw poddanych odtogowaniu w obrebie
ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacje odnawia si¢ migczakami pozyskanymi z pafistw
czonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do inwazji wywolanej
przez Marteilia refringens.
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Odnowienie populacji przeprowadza si¢ dopiero po dokonaniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzedowo za zakazone oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania zgodnie z
pkt 1.2.2 lit. c);

e) wszystkie gospodarstwa i obszary chowu migczakéw w obrebie pafistwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy
utrzymujgce gatunki podatne wymienione w cze$ci 1 zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, objete
programem zwalczania, poddaje si¢ nastgpnie systemowi nadzoru okre$lonemu w pkt 1.2.1.

1.3.  Szczegdlne wymogi do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby (kategoria I) w odniesieniu do
inwazji wywolanej przez Marteilia refringens

Jesli do utrzymania statusu zdrowotnego kategorii I wymagany jest nadzér ukierunkowany, jak przewidziano w
art. 52 dyrektywy 2006/88/WE, wszystkie gospodarstwa lub obszary chowu mieczakéw utrzymujace gatunki
podatne wymienione w czgsci Il zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, polozone w obrebie danego panstwa
cztonkowskiego, danej strefy lub enklawy obejmuje si¢ badaniami stanu zdrowia i pobieraniem prébek zgodnie z
sekcjg 1I tabela 4.B, uwzgledniajac poziom zagrozenia dla danego gospodarstwa lub obszaru chowu migczakéw w
odniesieniu do przeniesienia inwazji wywolanej przez Marteilia refringens.

Status obszaru wolnego od choroby mozna utrzymaé dopéty, dopdki badania wszystkich probek przeprowadzone
przy wykorzystaniu metod diagnostycznych okreslonych w pkt I1.2 daja wyniki ujemne w odniesieniu do Marteilia
refringens, przy czym wykluczone jest wszelkie podejrzenie obecno$ci Marteilia refringens zgodnie z metodami
diagnostycznymi okre$lonymi w pkt II.3.

[4.  Wymogi odnoszace si¢ do uchylenia Srodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby przewidzianych w
art. 39 dyrektywy 2006/88/WE (zmiana kategorii statusu zdrowotnego z V na IIl) w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens

Panistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktdre posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens, moga uzyskaé status zdrowotny kategorii III w odniesieniu do tej choroby
ujetej w wykazie pod nastepujagcymi warunkami:

a) spelniono wymogi okre$lone w pkt 1.2.2 lit. a), b) i c). Jesli odlogowanie jest technicznie niemozliwe,
gospodarstwa obejmuje si¢ alternatywnym $rodkiem, ktéry daje niemal jednakowe gwarancje usuniecia
Marteilia refringens ze Srodowiska gospodarstwa;

b) we wszystkich gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw uznanych urzedowo za zakazone i
wszystkich innych gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw poddanych odlogowaniu/Srodkom
alternatywnym zgodnie z lit. a). w obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacje odnawia
si¢ mieczakami pozyskanymi z pafistw czlonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I, II
lub III odnoszgcym si¢ do inwazji wywolanej przez Marteilia refringens;

¢) odnowienia populacji dokonano dopiero po przeprowadzeniu we wszystkich gospodarstwach lub obszarach
chowu migczakéw uznanych urzedowo za zakazone oprdéznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i
odlogowania lub srodkéw alternatywnych zgodnie z lit. a);

d) w okresie dwoch lat od zakonczenia $rodkéw, o ktérych mowa w lit. a), b) i c), nie potwierdzono Zadnego

przypadku inwazji wywolanej przez Marteilia refringens, a podejrzenia zaistniale w tym okresie wykluczono
zgodnie z procedurami ustanowionymi w pkt IL.3.

II. ~ Metody diagnostyczne i dochodzenia urzedowe

IL.1. Probki

Do laboratorium przekazuje si¢ cale zwierze w celu przeprowadzenia badan diagnostycznych przewidzianych w
pkt IL2 i IL.3.

.2, Metody diagnostyczne do celéw uzyskania lub utrzymania status obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do
inwazji wywolanej przez Marteilia refringens

Metodami diagnostycznymi stosowanymi do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Marteilia refringens, zgodnie ze szczegdtowymi metodami i
procedurami okreslonymi w zalaczniku IT czg$¢ 4, sg histopatologia, odciski tkankowe lub PCR.
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I.3. Metody dochodzenia urzedowego i metody diagnostyczne do celéw wykluczenia lub potwierdzenia inwazji

wywolanej przez Marteilia refringens

Jesli istnieje konieczno§¢ potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia inwazji wywolanej przez Marteilia refringens
zgodnie z art. 28 dyrektywy 2006/88/WE, przestrzega si¢ nastepujacej procedury badan, pobierania probek i
prowadzenia testow:

a) dochodzenie urzedowe obejmuje przynajmniej pobranie jednej prébki skladajacej sie z 30 mieczakéw
nalezacych do gatunkéw podatnych, jesli podejrzenie opiera si¢ na sprawozdaniu o umieralnosci, albo — jesli
nie opiera si¢ na takim sprawozdaniu — z 150 migczakéw nalezacych do gatunkéw podatnych po rozpoczeciu
okresu transmisji Marteilia refringens. Jesli okres transmisji nie jest znany, pobieranie probek rozpoczyna si¢ w
okresie po osiagnieciu przez wode temperatury przekraczajagcej 17 °C;

b) Prébki bada si¢ przy wykorzystaniu metod diagnostycznych okreslonych w ppkt (i) zgodnie ze szczegdtowymi
metodami i procedurami diagnostycznymi okreslonymi w zalaczniku IT czgs¢ 4 sekcja L

(i) obecno$¢ Marteilia refringens uznaje si¢ za potwierdzona, jesli wyniki dodatnie z histopatologii, odciskéw
tkankowych lub hybrydyzacji in situ lacza si¢ z wynikami dodatnimi z PCR uzupelnionego sekwencjono-

waniem;

(ii) podejrzenie inwazji wywolanej przez Marteilia refringens mozna wykluczy¢, jesli badania, o ktérych mowa

w ppkt (i), nie przyniosty kolejnych dowodéw na obecno$¢ Marteilia refringens.

Tabela 4.A

System nadzoru obowiazujacy dla panstw stref i enklaw w okresie kontroli poprzedzajacym uzyskanie statusu
obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Marteilia refringens, jak wskazano w
pkt 1.2.1

Liczba badan stanu zdrowia
na rok

Liczba badan laboratoryjnych
na rok

Liczba migczakéw w préobee

Gospodarstwa/obszary
mieczakdw

chowu

1

1

150

Tabela 4.C

Systemy nadzoru obowiazujace dla pafstw czlonkowskich, stref i enklaw do celéw utrzymania statusu
obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Marteilia refringens, jak wskazano w
pkt 1.3

Poziom zagrozenia

Liczba badan stanu zdrowia

Liczba badan laboratoryjnych

Liczba migczakéw w probee

Wysoki 1 w roku 1 na 2 lata 150
Sredni 1 na 2 lata 1 na 2 lata 150
Niski 1 na 2 lata 1 na 4 lata 150

CZESC 5

METODY NADZORU I KONTROLI W ODNIESIENIU DO INWAZJI WYWOLANE] PRZEZ BONAMIA OSTREAE

L Wymogi w zakresie programéw nadzoru lub zwalczania do celéw uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego
od choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae

Wymogi ogélne

Badania stanu zdrowia oraz, w stosownych przypadkach, pobieranie prébek z jednostek produkcyjnych
przeprowadza si¢ w okresie roku, w ktérym wystepowanie Bonamia ostreae w panstwie czlonkowskim, strefie lub
enklawie jest, zgodnie z do$wiadczeniem, maksymalne. Jesli tego typu dane nie sg dostepne, pobieranie probek
przeprowadza si¢ zimg lub wczesng wiosna.
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Jesli probki migczakéw pobiera si¢ zgodnie z wymogami okre§lonymi w czesci 5, stosuje si¢ nastepujace kryteria:

a) jesli wystepuja Ostrea edulis, do pobrania probki wybiera si¢ wylacznie ostrygi tego gatunku. Jesli Ostrea edulis
nie wystepuja, probka musi by¢ reprezentatywna dla wszystkich pozostalych gatunkéw podatnych, ktdre tam

wystepuja;

b) jesli wystepuja migczaki o ostabionej kondycji, z rozchylona muszlg lub $wiezo $nigte, ale niebedace w stanie
rozkladu, takie migczaki wybiera si¢ w pierwszym rzedzie. Jesli takie migczaki nie wystepuja, wybrane
mieczaki obejmuja najstarsze zdrowe zwierzgta;

¢) przy pobieraniu prébek w gospodarstwach, w ktérych do produkeji mieczakéw wykorzystuje sie wiecej niz
jedno Zrédlo wody, probka obejmuje migczaki reprezentujace wszystkie Zrodla wody zasilajace gospodarstwo,
tak by wszystkie czesci gospodarstwa byly proporcjonalnie reprezentowane w prébce;

d) przy pobieraniu probek na obszarze chowu migczakéw probka obejmuje migczaki z wystarczajacej ilosci
punktéw pobierania probek. Gléwnymi czynnikami, ktére uwzglednia si¢ przy wyborze tych punktéw
pobierania prébek, sa: wezesniejsze punkty, w ktorych stwierdzono Bonamia ostreae, gesto$¢ obsady, przepltywy
wody, obecno$¢ gatunkéw podatnych, obecno$é¢ gatunkéw wektordw, batymetria i praktyki zarzadzania
zasobami akwakultury. Pobieraniem prébek obejmuje si¢ naturalne kolonie migczakéw w obrebie obszaréw
chowu lub do nich przylegajace.

1.2.  Szczegdlne wymogi do celéw uzyskania statusu zdrowotnego kategorii I w odniesieniu do Bonamia ostreae
1.2.1. Programy nadzoru

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadajg status zdrowotny kategorii Il w odniesieniu do
Bonamia ostreae, moga uzyskaC status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy wszystkie
gospodarstwa w obrebie tego panstwa czlonkowskiego, tej strefy lub enklawy utrzymujace gatunki podatne
wymienione w czg$ci Il zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly objete przynajmniej nastgpujacym
programem nadzoru obejmujgcymi badania stanu zdrowia oraz pobieranie prébek do badan:

Dwuletni program nadzoru:

a) Gospodarstwa i obszary chowu migczakéw utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci II zalacznika IV
do dyrektywy 2006/88/WE byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich probki przez co najmniej
dwa kolejne lata, jak przewidziano w tabeli 5.A;

b) w ciggu tego dwuletniego okresu badania wszystkich prébek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt 1.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do Bonamia ostreae i wykluczono
wszelkie podejrzenie obecnosci Bonamia ostreae zgodnie z metodami diagnostycznymi okre§lonymi w pke 11.3;

¢) jesli probka ma zawieraé Ostrea edulis pochodzace z panstwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy o statusie
zdrowotnym kategorii I, do probki pobiera si¢ zwierzeta wprowadzone do gospodarstwa lub obszaru chowu
mieczakéw nie pdzniej niz w okresie jesiennym bezposrednio poprzedzajagcym okres, w ktérym przepro-
wadzany jest program nadzoru.

1.2.2. Programy zwalczania

Uznaje si¢, ze wyeliminowanie Bonamia ostreae w wigkszosci przypadkéw jest niemozliwe, ale jesli paristwo
cztonkowskie uzna je za wykonalne, stosuje si¢ nastgpujacy model programu zwalczania:

Panistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do Bonamia
ostreae, mogg uzyskac status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy wszystkie gospodarstwa lub
obszary chowu migczakéw w obrebie tego panstwa czlonkowskiego, tej strefy lub enklawy utrzymujace gatunki
podatne wymienione w cz¢sci Il zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly objete przynajmniej
nastepujagcym programem zwalczania:

a) skutecznie zastosowano minimalne $rodki zwalczania choroby przewidziane w rozdziale V sekcja 3 dyrektywy
2006/88/WE, a w szczegdlnosci w poblizu gospodarstw lub obszaréw chowu migczakéw uznanych urzedowo
za zakazone w wyniku inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae ustanowiono obszar zapobiegania rozprze-
strzenianiu si¢ choroby, o ktérym mowa w art. 32 lit. b) wspomnianej dyrektywy, obejmujacy strefe ochronna
oraz strefe nadzoru.
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Obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby definiuje si¢ odrebnie dla kazdego przypadku przy
uwzglednieniu czynnikéw wplywajacych na ryzyko rozprzestrzenienia si¢ przedmiotowej choroby ujetej w
wykazie, takich jak: liczba, odsetek i rozklad $miertelnoici migczakéw w danym gospodarstwie lub obszarze
chowu migczakéw z inwazjg Bonamia ostreae z uwzglednieniem migczakéw dziko zyjacych; odleglosé od i
sasiednich gospodarstw lub obszaréw chowu migczakéw oraz ich gesto$é, z uwzglednieniem migczakéw dziko
zyjacych; bliskos$¢ zakladéw przetwarzania oraz gospodarstw kontaktowych lub obszaréw chowu migczakdw;
gatunki wystepujace w gospodarstwach lub na obszarach chowu migczakéw, zwlaszcza gatunki podatne lub
gatunki wektory; praktyki rybackie stosowane w zarazonych i sgsiednich gospodarstwach lub obszarach chowu
mieczakéw; stwierdzone warunki hydrodynamiczne i inne czynniki o znaczeniu epidemiologicznym.

Przy ustanawianiu stref ochronnych i stref nadzoru stosuje si¢ nastepujace wymagania minimalne:

(i) w bezposrednim sgsiedztwie gospodarstw lub obszaréw chowu migczakéw uznanych urzedowo za
zakazone w wyniku inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae ustanawia si¢ strefe ochronna, ktéra
odpowiada obszarowi okreslonemu zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiolo-
gicznymi,

(i) poza granicg strefy ochronnej ustanawia si¢ strefe nadzoru, ktéra odpowiada obszarowi otaczajgcemu
strefe ochronng okreSlonemu zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiolo-
gicznymi;

b) wszystkie gospodarstwa i obszary chowu mieczakéw, ktére utrzymuja w obrebie strefy ochronnej gatunki
podatne wymienione w czesci II zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, a ktérych nie uznano urzgdowo za
zakazone w wyniku inwazji wywolanej przez Bonamia ostrese, podlegaja urzedowemu dochodzeniu
obejmujgcemu przynajmniej pobranie do badan prébek 150 migczakéw nalezacych do gatunkéw podatnych
po rozpoczeciu okresu transmisji Bonamia ostrese. JeSli okres transmisji nie jest znany, pobieranie prébek
rozpoczyna si¢ zimg lub wczesng wiosng;

c) wszystkie gospodarstwa i obszary chowu migczakéw uznane urzgdowo za zakazone w wyniku inwazji
wywolanej przez Bonamia ostreae podlegaja oproznieniu ze zwierzat, odtogowaniu oraz, w miare mozliwosci,
oczyszczeniu oraz zdezynfekowaniu. Dlugo$¢ okresu odlogowania wynosi przynajmniej sze$¢ miesigcy.

Po opréznieniu ze zwierzat wszystkich gospodarstw lub obszaréw chowu migczakéw uznanych urzedowo za
zakazone przeprowadza si¢ zsynchronizowane odlogowanie trwajace przynajmniej cztery tygodnie.

Wiasciwy organ moze podja¢ decyzje o nalozeniu na inne gospodarstwa lub obszary chowu migczakéow w
obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru wymogu, w zaleznosci od przypadku, opréznienia ze
zwierzat, oczyszczenia, dezynfekcji i odlogowania. Dlugos¢ okresu odlogowania ustalana jest przez wlasciwy
organ na podstawie indywidualnej oceny ryzyka;

d) we wszystkich gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw uznanych urzedowo za zakazone i
wszystkich innych gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw poddanych odlogowaniu w obrebie
ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacje odnawia si¢ migczakami pozyskanymi z panstw
cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszacym si¢ do inwazji wywolanej
przez Bonamia ostreae. Odnowienie populacji przeprowadza si¢ dopiero po dokonaniu we wszystkich gospodar-
stwach uznanych urzedowo za zakazone oprdznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i
odlogowania zgodnie z pkt 1.2.2 lit. ¢);

e) wszystkie gospodarstwa i obszary chowu migczakéw w obrebie pafistwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy
utrzymujgce gatunki podatne wymienione w czeSci I zalgcznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, objete
programem zwalczania, poddaje si¢ nastgpnie programowi nadzoru okre$lonemu w pkt L.2.

1.3.  Szczegdlne wymogi do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby (kategoria I) w odniesieniu do
inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae

Jesli do utrzymania statusu zdrowotnego kategorii I wymagany jest nadzor ukierunkowany, jak przewidziano w
art. 52 dyrektywy 2006/88/WE, wszystkie gospodarstwa lub obszary chowu migczakéw utrzymujace gatunki
podatne wymienione w czesci Il zalgcznika IV do tej dyrektywy, polozone w obrebie danego panstwa czlonkow-
skiego, danej strefy lub enklawy obejmuje si¢ badaniami stanu zdrowia i pobieraniem probek zgodnie z sekcjg II
tabela 5.B, uwzgledniajagc poziom zagrozenia dla danego gospodarstwa lub obszaru chowu migczakéw w
odniesieniu do przeniesienia inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae.

Status obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae mozna utrzymaé
dopéty, dopéki badania wszystkich probek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod diagnostycznych
okreslonych w pkt I1.2 daja wyniki ujemne w odniesieniu do Bonamia ostreae, przy czym wykluczono wszelkie
podejrzenie obecnosci inwazji Bonamia ostreae zgodnie z metodami diagnostycznymi okre§lonymi w pkt I1.3.
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IL1.

I1.2.

IL.3.

Wymogi odnoszace si¢ do uchylenia $rodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby przewidzianych w
art. 39 dyrektywy 2006/88/WE (zmiana kategorii statusu zdrowotnego z V na IIl) w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Bonamia ostreae

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Bonamia ostreae, moga uzyskac status zdrowotny kategorii IIl w odniesieniu do tej choroby pod
nastepujgcymi warunkami:

a) spelniono wymogi okre$lone w pkt 1.2.2 lit. a), b) i c). Jesli odlogowanie jest technicznie niemozliwe,
gospodarstwa obejmuje si¢ alternatywnym S$rodkiem, ktéry daje niemal jednakowe gwarancje usuniecia
Bonamia ostreae ze Srodowiska gospodarstwa;

b) we wszystkich gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw uznanych urzgdowo za zakazone i
wszystkich innych gospodarstwach lub obszarach chowu migczakéw poddanych odlogowaniu/srodkom
alternatywnym zgodnie z lit. a). w obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacje odnawia
si¢ migczakami pozyskanymi z panstw cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I, II
lub III odnoszgcym si¢ do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae;

¢) odnowienia populacji dokonano dopiero po przeprowadzeniu we wszystkich gospodarstwach lub obszarach
chowu migczakéw uznanych urzedowo za zakazone oprdéznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i
odlogowania/$rodkéw alternatywnych zgodnie z lit. a);

d) w okresie dwdch lat od zakoniczenia Srodkéw, o ktérych mowa w lit. a), b) i ¢), nie potwierdzono zadnego
przypadku inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae, a podejrzenia zaistniale w tym okresie wykluczono
zgodnie z procedurami ustanowionymi w pkt IL.3.

Metody i kryteria diagnostyczne
Prébki

Do laboratorium przekazuje si¢ cale zwierze w celu przeprowadzenia badan diagnostycznych przewidzianych w
pkt 112§ IL3.

Metody diagnostyczne do celéw uzyskania lub utrzymania status obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do
inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae

Metodami diagnostycznymi stosowanymi do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od
choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae sa histopatologia, odciski tkankowe lub PCR.
Przy stosowaniu tych metod diagnostycznych stosuje si¢ odpowiadajace im szczegdlowe metody i procedury
okreslone w zalgczniku II czg$é 5.

Kryteria diagnostyczne do celéw potwierdzenia obecnosci lub wykluczenia podejrzenia inwazji wywolanej przez
Bonamia ostreae

Jesli istnieje konieczno$¢ potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae
zgodnie z art. 28 dyrektywy 2006/88/WE, przestrzega sie nastepujgcej procedury badan, pobierania probek i
prowadzenia testow:

dochodzenie urzedowe obejmuje przynajmniej pobranie po rozpoczeciu okresu transmisji Bonamia ostreae jednej
probki skladajacej si¢ z 30 migczakéw nalezacych do gatunkéw podatnych, jesli podejrzenie opiera si¢ na
sprawozdaniu o umieralnosci, albo — jesli nie opiera si¢ na takim sprawozdaniu — ze 150 migczakéw nalezacych
do gatunkéw podatnych. Jesli okres transmisji nie jest znany, pobieranie prébek rozpoczyna si¢ zima lub wczesng
wiosng. Probki bada si¢ przy wykorzystaniu metod diagnostycznych okreslonych w ppkt (i) zgodnie ze szczegé-
fowymi metodami i procedurami diagnostycznymi okre$lonymi w zalgczniku IT czg§¢ 5 pkt L.

(i) obecno$¢ Bonamia ostrese uznaje si¢ za potwierdzong, jesli wyniki dodatnie z histopatologii, odciskéw
tkankowych lub hybrydyzacji in situ lacza si¢ z wynikami dodatnimi z PCR uzupelnionego sekwencjono-
waniem zgodnie z zatwierdzonymi metodami i procedurami okreslonymi w zalgczniku II czesé 5;

(ii) podejrzenie inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae wyklucza sig, jesli badania te nie przyniosty kolejnych
dowodéw na obecno$¢ inwazji Bonamia ostreae.
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Tabela 5.A

System nadzoru obowigzujacy dla panstw stref i enklaw w okresie kontroli poprzedzajacym uzyskanie statusu
obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae, jak wskazano w

pkt 1.2.1
Liczba badan stanu zdrowia | Liczba badan laboratoryjnych Liczba mieczaké b
na rok na rok iczba migczakow w prébee
Gospodarstwa/obszary  chowu 1 1 150
mieczakdw

Tabela 5.B

Systemy nadzoru obowigzujace dla pafistw czlonkowskich, stref i enklaw do celéw utrzymania statusu
obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae, jak wskazano w

pkt 1.3
Poziom zagrozenia Liczba badar stanu zdrowia Liczba badar laboratoryjnych Liczba mieczakéw w probcee

Wysoki 1 w roku 1 na 2 lata 150

Sredni 1 na 2 lata 1 na 2 lata 150

Niski 1 na 2 lata 1 na 4 lata 150
CZESC 6

METODY NADZORU I KONTROLI W ODNIESIENIU DO ZESPOLU WSS (WSD)
L Wymogi w zakresie programéw nadzoru i zwalczania do celéw uzyskania i utrzymania statusu obszaru wolnego od

choroby w odniesieniu do WSD oraz zapobiegania zakazeniu WSSV
Ogolne wymogi w odniesieniu do badan i pobierania prébek

Pobieranie prébek skorupiakéw do celéw badan laboratoryjnych prowadzi si¢ w okresach o prawdopodobnie
najwyzszych wartosciach rocznych temperatury. Powyzszy wymog dotyczacy temperatury wody stosuje sie
réwniez do badan stanu zdrowia, o ile s3 one wykonalne i stosowne.

Jesli prébki skorupiakéw utrzymywanych w gospodarstwie rybackim pobiera si¢ zgodnie z wymogami
okreslonymi w niniejszej czgsci, stosuje si¢ nastepujace kryteria:

a) jesli w jednostkach produkcyjnych wystepuja skorupiaki o ostabionej kondycji lub w stanie agonalnym, takie
skorupiaki wybiera si¢ w pierwszym rzedzie. Jesli takie skorupiaki nie wystepuja, wybrane zwierzeta
obejmujg skorupiaki z réznych grup wielkosciowych wybranych gatunkéw podatnych, mianowicie
skorupiaki miode i doroste, reprezentowanych proporcjonalnie w prébee;

b) jezeli do produkgji skorupiakéw wykorzystuje si¢ wiecej niz jedno Zrédto wody, probka musi obejmowac
podatne skorupiaki reprezentujace wszystkie zrédla wody zasilajace gospodarstwo;

jesli w populacjach ryb dziko zyjacych konieczny jest nadzér ukierunkowany zgodnie z czg$cig I pkt 2 akapit
drugi zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE, liczbe i rozmieszczenie geograficzne punktéw pobierania
probek ustala si¢ tak, by uzyskal rozsadny stopien pokrycia terytorium panstwa czlonkowskiego, strefy lub
enklawy. Punkty pobierania prébek powinny by¢ reprezentatywne dla réznych ekosysteméw stanowigcych
siedlisko populacji ryb dziko zyjacych nalezacych do gatunkéw podatnych, a mianowicie systeméw morskich,
przyujSciowych, rzecznych i jeziornych.
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Jesli w populacjach ryb dziko zyjacych konieczny jest nadzér ukierunkowany zgodnie z czescig I pkt 2 akapit
drugi zalacznika V do dyrektywy 2006/88/WE, skorupiaki, ktére maja by¢ pobrane w ramach probki, wybiera
sie nastepujgco:

(i) w obszarach systeméw morskich i przyujSciowych wybiera si¢ przynajmniej jeden z nastgpujacych
gatunkéw: Carcinus maenas, Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus puber, Crangon
crangon, Homarus gammarus, Palaemon adspersus lub rodzaje krewetek nalezace do rodziny Penaeidae,
mianowicie Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus, Penaeus semisulcatus. je$li gatunki te nie wystepuja, probka
musi by¢ reprezentatywna dla wszystkich pozostalych gatunkéw podatnych z rzedu dziesigcionogdéw, ktére
tam wystepuja; Ze wzgledu na szeroki zakres podatnych organizméw zywicielskich, zywicieli wybra¢
mozna sposrdd rodzajow lub rodzin dziesigcionogéw, w przypadku ktérych podatno$é zostala wykazana
eksperymentalnie lub naturalnie;

(i) w systemach rzecznych i jeziornych wybiera si¢ przynajmniej jeden z nastgpujacych gatunkéw: Pacifastacus
leniusculus, Astacus leptodactylus, Austropotamobius pallipes lub Orconectes limosus. jesli gatunki te nie wystepuja,
proébka musi by¢ reprezentatywna dla wszystkich pozostalych gatunkéw podatnych z rzedu dziesie-
cionogéw, ktore tam wystepuja; Ze wzgledu na szeroki zakres podatnych organizméw zywicielskich,
zywicieli wybraé mozna sposréd rodzajow lub rodzin dziesigcionogéw, w przypadku ktdérych podatnosé
zostala wykazana eksperymentalnie lub naturalnie;

(iii) jesli wystepuja skorupiaki o ostabionej kondycji lub w stanie agonalnym, takie skorupiaki wybiera si¢ w
pierwszym rzedzie. Jedli takie skorupiaki nie wystepuja, wybrane zwierzeta obejmuja skorupiaki z réznych
grup wielko$ciowych wybranych gatunkéw podatnych, mianowicie skorupiaki mtode i dorosle, reprezento-
wanych proporcjonalnie w prébee.

Szczegblne wymogi do celéw uzyskania statusu zdrowotnego kategorii I w odniesieniu do WSD
Programy nadzoru

a) Panstwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére w odniesieniu do WSD posiadajg status zdrowotny kategorii
III zgodnie z czgscia B zalgcznika III do dyrektywy 2006/88/WE, moga uzyska¢ status zdrowotny kategorii I
w odniesieniu do tej choroby, jesli wszystkie gospodarstwa utrzymujgce gatunki podatne wymienione w
czesci 11 zalacznika IV do wspomnianej dyrektywy, polozone w obrebie danego panstwa cztonkowskiego,
danej strefy lub enklawy, spelniaja odpowiednie wymogi okreslone w zalaczniku V do tej dyrektywy, a
wszystkie te gospodarstwa oraz, o ile wymagane jest to przepisem czesci I pkt 2 akapit drugi zalacznika V
do dyrektywy 2006/88/WE, punkty pobierania prébek u populacji ryb dziko Zyjacych wybrane zgodnie ze
wspomniang czeScig poddano nastepujgcemu dwuletniemu programowi nadzoru obejmujgcemu badania
stanu zdrowia oraz pobieranie probek do badan.

Gospodarstwa lub punkty pobierania prébek byly objete badaniami stanu zdrowia i pobierano z nich prébki
przez co najmniej dwa kolejne lata, jak przewidziano w sekji II tabela 6.A.

W ciggu tego dwuletniego okresu badania wszystkich prébek przeprowadzone przy wykorzystaniu metod
diagnostycznych okreslonych w pkt I1.2 daly wyniki ujemne w odniesieniu do zakazefi WSD i wykluczono
wszelkie podejrzenie obecnosci WSD zgodnie z metodami diagnostycznymi okre$lonymi w pkt 11.3;

b) jesli w trakcie realizacji programu nadzoru, o ktérym mowa w lit. a), w gospodarstwie objetym tym
programem potwierdzono zakazenie WSSV i w nastgpstwie cofnigto temu gospodarstwu status zdrowotny
kategorii II, gospodarstwo to moze natychmiast odzyskaé status zdrowotny kategorii I i kontynuowaé
realizacje programu nadzoru w celu uzyskania statusu obszaru wolnego od choroby bez wdrazania
programu zwalczania, o ktérym mowa w pkt 1.2.2, pod nastepujacymi warunkami:

(i) jest gospodarstwem kontynentalnym, ktérego status zdrowotny odnoszacy si¢ do WSD jest niezalezny
od odnoszacego si¢ do tej choroby statusu zdrowotnego otaczajacych to gospodarstwo wod naturalnych,
zgodnie z czgscig 1T pkt 3 zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE;

(i) zostalo ono opréznione ze zwierzat, oczyszczone, zdezynfekowane i poddane odlogowaniu; dlugosé
okresu odlogowania musi wynosi¢ przynajmniej sze$¢ tygodni;

(iti)y populacj¢ w gospodarstwie odnowiono skorupiakami pozyskanymi z pafstw czlonkowskich, stref lub
enklaw o statusie zdrowotnym kategorii [ odnoszacym si¢ do WSD.
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1.2.2.  Programy zwalczania
1.2.2.1. Wymogi ogdlne

Panistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktére posiadajg status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do WSD,
moga uzyskal status zdrowotny kategorii I w odniesieniu do tej choroby, gdy wszystkie gospodarstwa w
obrebie tego panstwa cztonkowskiego, tej strefy lub enklawy utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci
II zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE zostaly objete przynajmniej nastgpujacym programem zwalczania:

a) skutecznie zastosowano minimalne $rodki zwalczania choroby przewidziane w rozdziale V sekcja 4
dyrektywy 2006/88/WE, a w poblizu gospodarstw uznanych urzgdowo za zakazone WSD ustanowiono
obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby, o ktérym mowa w art. 32 lit. b) wspomnianej
dyrektywy, obejmujacy strefe ochronng oraz strefe nadzoru.

Obszar zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ zdefiniowano odrebnie dla kazdego przypadku przy uwzgled-
nieniu czynnikéw wplywajacych na ryzyko rozprzestrzenienia si¢ WSD na skorupiaki utrzymywane w
gospodarstwie rybackim i skorupiaki dziko zyjace, takich jak: liczba, odsetek i rozklad $miertelnosci
skorupiakéw znajdujacych sie w danym gospodarstwie, zakazonych WSD; odlegltos¢ od sasiednich
gospodarstw i ich gesto$é; gospodarstwa kontaktowe; gatunki wystepujace w gospodarstwach; praktyki
rybackie stosowane w gospodarstwach zarazonych i sgsiednich; stwierdzone warunki hydrodynamiczne i
inne czynniki o znaczeniu epidemiologicznym.

Przy ustanawianiu stref ochronnych i stref nadzoru stosuje si¢ nastgpujace wymagania minimalne:

(i) w bezposrednim sgsiedztwie gospodarstwa uznanego urzedowo za zakazone WSD ustanawia si¢ strefe
ochronna, ktéra odpowiada:

(1) w obszarach morskich i przyujSciowych: obszarowi znajdujagcemu si¢ w okregu o promieniu
przynajmniej jednego zakresu ruchu wody podczas plywu albo o promieniu przynajmniej 5 km, w
zalezno$ci od tego, ktéry z nich jest wigkszy, przy czym Srodek okregu stanowi gospodarstwo
uznane urzgdowo za zakazone WSD, lub réwnowaznemu obszarowi okreSlonemu zgodnie z
odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiologicznymi; albo

(2) w wodach stodkich: calemu obszarowi zlewni gospodarstwa uznanego urzgdowo za zakazone WSD;
wlasciwy organ moze ograniczy¢ obszar strefe ochronng do czg$ci obszaru zlewni, o ile nie stanowi
to zagrozenia dla zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ WSD;

(ii) poza granicg strefy ochronnej ustanawia sie strefe nadzoru, ktéra odpowiada:

1) w obszarach morskich: otaczajgcemu strefe ochronng obszarowi obejmujacemu nakladajgce si¢ strefy
zakresu ruchu wody podczas plywu; otaczajagcemu strefe ochronng obszarowi znajdujacemu si¢ w
okregu o promieniu 10 km, liczac od $rodka strefy ochronnej; lub réwnowaznemu obszarowi
zgodnie z odpowiednimi danymi hydrodynamicznymi lub epidemiologicznymi; albo

2) w wodach stodkich: rozszerzonemu obszarowi poza granica ustanowionej strefy ochronnej:

b) wszystkie gospodarstwa, ktére utrzymuja w obrebie strefy ochronnej gatunki podatne wymienione w
czedci 1 zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE, a ktérych nie uznano urzgdowo za zakazone WSD,
podlegaja urzedowemu dochodzeniu obejmujgcemu przynajmniej nastgpujace elementy:

(i) pobranie do badan prébek skladajacych si¢ z 10 skorupiakow, jesli stwierdzono objawy kliniczne lub
zmiany anatomopatologiczne wskazujace na zakazenie WSD, lub ze 150 skorupiakéw, jesli nie
stwierdzono objawdw klinicznych ani zmian anatomopatologicznych; oraz

(ii) jedno badanie stanu zdrowia; w gospodarstwach, w ktérych badania, o ktérych mowa w ppkt (i), daly
wyniki ujemne, badania stanu zdrowia prowadzi si¢ nadal raz w miesigcu w trakcie sezonu o prawdopo-
dobnie najwyzszych warto$ciach rocznych temperatury, do czasu zniesienia strefy ochronnej zgodnie z
pkt 1.2.2.1 lit. ¢);
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c) wszystkie gospodarstwa uznane urzedowo za zakazone WSD podlegaja opréznieniu ze zwierzat,
oczyszczeniu, zdezynfekowaniu i odlogowaniu. Dlugo$¢ okresu odlogowania wynosi przynajmniej szesé
tygodni. Po oproznieniu ze zwierzat wszystkich gospodarstw uznanych urzedowo za zakazone
przeprowadza si¢ zsynchronizowane odlogowanie trwajace przynajmniej trzy tygodnie. Niniejszy akapit ma
réwniez zastosowanie do gospodarstw uznanych urzedowo za zakazone w trakcie realizacji programu
zwalczania.

Po zakonczeniu odlogowania w gospodarstwie uznanym urzedowo za zakazone strefy ochronne
przeksztalca si¢ w strefy nadzoru.

Wilasciwy organ moze podjgé decyzje o nalozeniu na inne gospodarstwa w obrebie ustanowionej strefy
ochronnej i strefy nadzoru wymogu opréznienia ze zwierzat, oczyszczenia, dezynfekcji i odlogowania.
Dlugos¢ okresu odlogowania ustalana jest przez wlasciwy organ na podstawie indywidualnej oceny ryzyka;

d) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone oraz wszystkich innych gospodarstwach
poddanych odtogowaniu w obrebie ustanowionej strefy ochronnej i strefy nadzoru populacje odnawia sie:

(i) skorupiakami pozyskanymi z pafistw cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I
odnoszacym si¢ do WSD; lub

(i) w okresie przejsciowym trwajacym do dnia 31 grudnia 2020 r. — skorupiakami pozyskanymi z panstw
cztonkowskich, stref lub enklaw posiadajgcych zatwierdzony program nadzoru nad WSD.

Odnowienie populacji przeprowadza si¢ dopiero po dokonaniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzedowo za zakazone WSD oproznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania zgodnie
z pkt 12.2.1 lit. o);

e) wszystkie gospodarstwa w obrebie panstwa czlonkowskiego, strefy lub enklawy objetych programem
zwalczania utrzymujace gatunki podatne wymienione w czesci I zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE
oraz, gdy wymagany jest nadzér w populacjach ryb dziko Zyjacych, punkty pobierania probek wybrane
zgodnie z czeScig I pkt 2 akapit drugi zalgcznika V do wspomnianej dyrektywy sa nastepnie objete
przynajmniej programem okreslonym w pkt 1.2.1.

1.2.2.2. Wymogi odnoszace si¢ do odzyskania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do WSD przez
enklawy kontynentalne obejmujace pojedyncze gospodarstwo uznane wczesniej za wolne od choroby w
odniesieniu do WSD

Enklawa kontynentalna obejmujaca pojedyncze gospodarstwo posiadajace status zdrowotny kategorii I w
odniesieniu do WSD, ktorej status zdrowotny odnoszacy sie do tej choroby ujetej w wykazie jest niezalezny od
otaczajacych jg wod naturalnych zgodnie z czeScig II pkt 3 zalgcznika V do dyrektywy 2006/88/WE i ktorej
cofnieto status kategorii I zgodnie z art. 53 ust. 3 wspomnianej dyrektywy, moze odzyskaé status zdrowotny
kategorii I natychmiast po potwierdzeniu przez wlasciwy organ, ze spelniono nastepujace warunki:

a) gospodarstwo zakazone WSD zostalo oprdznione ze zwierzat, oczyszczone, zdezynfekowane i poddane
odlogowaniu; dlugos¢ okresu odlogowania wynosita przynajmniej sze$¢ tygodni;

b) populacje w gospodarstwie zakazonym WSD odnowiono skorupiakami pozyskanymi z panistw
cztonkowskich, stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I odnoszgcym si¢ do WSD.

L.3. Szczegblne wymogi do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby (kategoria I) w odniesieniu do
WSD

Jesli do utrzymania statusu zdrowotnego kategorii [ wymagany jest nadzér ukierunkowany, jak przewidziano w
art. 52 dyrektywy 2006/88/WE, wszystkie gospodarstwa utrzymujace gatunki podatne wymienione w czgsci II
zalacznika IV do tej dyrektywy, polozone w obr¢bie danego pafistwa czlonkowskiego, danej strefy lub enklawy
obejmuje si¢ badaniami stanu zdrowia i pobieraniem prébek zgodnie z sekcja II tabela 6.B, uwzgledniajac
poziom zagrozenia dla danego gospodarstwa w odniesieniu do przeniesienia zakazenia WSD.

W panistwach cztonkowskich, strefach lub enklawach, w ktdrych liczba gospodarstw jest ograniczona, a nadzér
ukierunkowany tych gospodarstw nie dostarcza wystarczajacych danych epidemiologicznych, programy nadzoru
do celéw utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby obejmujg punkty pobierania prébek wybrane
zgodnie z wymogami okre$lonymi w pkt L.1.
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W takich punktach pobierania probek dokonuje si¢ badan i poboru prébek w systemie rotacyjnym
obejmujacym co roku 50 % wszystkich punktéw. Pobierania probek dokonuje si¢ zgodnie z tabelg 6.B zawartg
w sekcji I Préobki wybiera si¢, przygotowuje i bada zgodnie z metodami diagnostycznymi i metodami
pobierania prébek okreslonymi w sekcji II, a badania laboratoryjne w kierunku obecnosci czynnika
wywolujacego KHVD muszg daé wyniki ujemne.

Status obszaru wolnego od choroby utrzymuje si¢ dopéty, dop6ki badania wszystkich probek przeprowadzone
przy wykorzystaniu metod diagnostycznych i metod pobierania probek okreslonych w pkt 1.2 daja wyniki
ujemne w odniesieniu do WSD, przy czym wykluczone jest wszelkie podejrzenie obecnosci WSD zgodnie z
metodami dochodzenia urzedowego i metodami diagnostycznymi okreslonymi w pkt IL.3.

L.4. Wymogi odnoszace si¢ do uchylenia Srodkéw zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ choroby przewidzianych w
art. 39 dyrektywy 2006/88/WE (zmiana kategorii statusu zdrowotnego z V na III) w odniesieniu do WSD

Pafistwo czlonkowskie, strefa lub enklawa, ktore posiadaja status zdrowotny kategorii V w odniesieniu do WSD,
moga uzyskaé status zdrowotny kategorii IIl w odniesieniu do tej choroby ujetej w wykazie pod nastepujacymi
warunkami:

a) spelniono wymogi okreslone w pkt 1.2.2.1 lit. a), b) i ¢). Je$li odlogowanie jest technicznie niemozliwe,
gospodarstwa obejmuje si¢ alternatywnym Srodkiem, ktéry daje niemal jednakowe gwarancje usuniecia
WSSV ze §rodowiska gospodarstwa;

b) we wszystkich gospodarstwach uznanych urzedowo za zakazone WSD i wszystkich innych gospodarstwach
poddanych odlogowaniu/$rodkom alternatywnym zgodnie z lit. a), potozonych w obrebie ustanowionej
strefy ochronnej i strefy nadzoru odnowiono populacj¢ skorupiakami pozyskanymi z panstw czlonkowskich,
stref lub enklaw o statusie zdrowotnym kategorii I, I lub IIl odnoszacym si¢ do WSD;

¢) odnowienia populacji dokonano dopiero po przeprowadzeniu we wszystkich gospodarstwach uznanych
urzedowo za zakazone WSD opréznienia ze zwierzat, oczyszczenia, zdezynfekowania i odlogowania/
Srodkéw alternatywnych zgodnie z lit. a);

d) w okresie dwoch lat od zakoniczenia srodkéw okreslonych w lit. a) i b) nie potwierdzono zadnego przypadku
zakazenia WSD, a podejrzenia zaistniale w tym okresie wykluczono zgodnie z procedurami ustanowionymi
w pkt IL.3.

1. Metody diagnostyczne i metody pobierania probek
I.1.  Probki

Prébki nabtonka powlokowego, wycigte lub zawarte w nodze, odnézu odwlokowym, narzadach gebowych lub
skrzelach badanego zwierzecia przed ich przygotowaniem do dwuetapowego PCR utrwala si¢ w etanolu o
stezeniu 95 %.

Dodatkowe probki, pobrane i utrwalone do badaf histologicznych i metodami transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, moga by¢ wykorzystywane na poparcie danych diagnostycznych uzyskanych dzigki PCR.

I.2.  Metody diagnostyczne do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu
do WSD

Metodg diagnostyczna stosowang do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w
odniesieniu do zakazenia WSD, zgodnie ze szczegélowymi metodami i procedurami okreslonymi w zalaczniku
I czg$¢ 6, jest dwuetapowy PCR.

Dodatni wynik dwuetapowego PCR potwierdza si¢, przed wprowadzeniem wstepnych $rodkéw zwalczania
choroby, o ktérych mowa w art. 28 dyrektywy 2006/88/WE, w drodze sekwencjonowania amplikonu poprzez,
o ile to mozliwe w warunkach praktycznych, wykrycie objawéw patognomonicznych WSD u wybranych
podatnych zywicieli w drodze badan histologicznych i metodami transmisyjnej mikroskopii elektronowej.

I.3.  Metody dochodzenia urzgdowego i metody diagnostyczne do celéw wykluczenia lub potwierdzenia zakazenia
WSD

Jesli istnieje konieczno$¢ potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia zakazenia WSD zgodnie z art. 28
dyrektywy 2006/88/WE, przestrzega si¢ nastgpujacej procedury badan, pobierania prébek i prowadzenia testow:

a) dochodzenie urzedowe obejmuje przynajmniej jedno badanie stanu zdrowia i jedno pobranie prébki 10
skorupiakéw, jesli stwierdzono objawy kliniczne lub zmiany anatomopatologiczne wskazujace na zakazenie
WSD, lub 150 skorupiakéw, jesli nie stwierdzono objawéw klinicznych ani zmian anatomopatologicznych.
Prébki bada si¢ przy wykorzystaniu metody diagnostycznej okreslonej w pkt I1.2 (dwuetapowego PCR);
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b) obecno$¢ WSD uznaje si¢ za potwierdzong, jeSli dwuetapowy PCR z nastgpnym sekwencjonowaniem
przeprowadzone zgodnie ze szczegblowymi metodami i procedurami okreslonymi w zalgczniku II czg$é 6
dalo wyniki dodatnie w odniesieniu do WSSV oraz jesli u wybranych zywicieli stwierdzono objawy patogno-

miczne WSD.

Podejrzenie obecnosci WSD mozna wykluczy¢, jesli badania te nie wykazuja dalszych dowodéw na obecnos$é

WSD.

Tabela 6.A

System nadzoru obowigzujacy dla pafistw czlonkowskich, stref i enklaw w dwuletnim okresie kontroli
poprzedzajacym uzyskanie statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do WSD, jak wskazano w
pkt 1.2.1

Liczba badan Klinicznych na
rok

Liczba badan laboratoryjnych
na rok

Liczba skorupiakéw w prébce

Gospodarstwa/miejsca pobiera-
nia probek

1

1

150

Tabela 6.B

Systemy nadzoru obowigzujace dla pafistw czlonkowskich, stref i enklaw do celéw utrzymania statusu
obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do WSD, jak wskazano w pkt 1.3

Poziom zagrozenia

Liczba badan stanu zdrowia

Liczba badan laboratoryjnych

Liczba skorupiakéw w prébee

Wysoki 1 w roku 1 na 2 lata 150
Sredni 1 na 2 lata 1 na 2 lata 150
Niski 1 na 2 lata 1 na 4 lata 150




23.9.2015 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej L 247/37

ZALACZNIK 11

SZCZEGOLOWE METODY I PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE

L Wstep

W niniejszym zalaczniku okresla sie szczegdtowe procedury metod diagnostycznych stosowane do celéw badan
laboratoryjnych w ramach programéw zwalczania i nadzoru okreslonych w zalgczniku I do niniejszej decyzji
oraz do celéw potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia obecno$ci wymienionych nizej chordb nieegzo-
tycznych ujetych w czesci 11 zalacznika IV do dyrektywy 2006/88/WE (,choroby ujete w wykazie”) zgodnie z
art. 57 lit. b) tej dyrektywy:

1. Wirusowa posocznica krwotoczna (VHS) Czesc 1
2. Zakazna martwica ukladu krwiotwérczego ryb lososiowatych (IHN) Czgdc 1
3. Zakazenie herpeswirusem koi (KHV) Czescé 2
4. Zakazna anemia lososia (ISA) Czesé 3
5. Inwazja wywolana przez Marteilia refringens Czgsc 4
6. Inwazja wywolana przez Bonamia ostreae Czesc 5
7. Zespot WSS (WSD) Czes 6
IL. Definicje

Do celéw niniejszego zalgcznika ,podloze transportowe” oznacza podloze do hodowli linii komdérkowych
zawierajace 10 % surowice cieleca oraz 200 iu penicyliny, 200 pg streptomycyny oraz 200 pg kanamycyny na
mililitr lub inne antybiotyki o sprawdzonej skutecznosci.

CZESC 1

SZCZEGOLOWE METODY 1 PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE DO CELOW NADZORU I POTWIERDZENIA W
ODNIESIENIU DO IHN I VHS

L Metody i procedury diagnostyczne do celéw nadzoru i potwierdzenia w odniesieniu do IHN i VHS

Gdy do celéw uzyskania lub utrzymania statusu obszaru wolnego od choroby w odniesieniu do IHN lub VHS,
jak okreslono w zalgczniku I czg$¢ 1 sekcja I, pobiera si¢ probki i prowadzi badania laboratoryjne przy
zastosowaniu metod diagnostycznych okreslonych w czesci 1 pkt 1.1 i 1.2 wspomnianego zalgcznika, stosuje
si¢ pkt .1-1.6 okre$lone ponizej.

L1 Przygotowanie i wysylka prébek ryb
I.1.1.  Tkanki do badania wirusologicznego przy wykorzystaniu linii komérkowej

Przed wysylka albo przekazaniem prébek laboratoryjnych od ryby pobiera si¢ za pomoca sterylnych narzedzi
sekcyjnych fragmenty narzadéw przeznaczone do badania i umieszcza w sterylnych probéwkach plastikowych
zawierajacych podloze transportowe.

lo$¢ materialu biologicznego ryb nadajacego si¢ do badania wirusologicznego przy wykorzystaniu linii
komérkowej oraz RT-qPCR zalezy od wielkosci ryb. Materialem pobieranym do prébki powinny by¢ zatem:
wyleg w calosci (dlugos¢ ciala < 4 cm), narzady wewngtrzne wlgcznie z nerka (4 cm < dlugo$é ciata < 6 cm), a
w przypadku ryb wigkszych — nerka, $ledziona, serce lub moézg, a takze plyn jajnikowy tarlakéw w czasie tarla.

Plyn jajnikowy lub mlecz lub fragmenty narzadéw pochodzace od maksymalnie 10 ryb moga zostaé zebrane w
jedng sterylng probowke zawierajacg 4 ml podtoza transportowego i stanowi¢ jedng probke zbiorczg. Tkanki w
kazdej probce powinny wazy¢ przynajmniej 0,5 g.

Badanie wirusologiczne przy wykorzystaniu linii komérkowej nalezy rozpoczaé jak najwczesniej, ale nie pdzniej
niz 48 godzin po pobraniu probek. W wyjatkowych przypadkach badanie wirusologiczne mozna rozpocza¢ nie
pbzniej niz 72 godziny po pobraniu materialu, o ile material poddawany badaniu jest chroniony podlozem
transportowym oraz o ile mozliwe jest spelnienie wymogéw dotyczacych temperatury podczas transportu.



L 247/38 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej 23.9.2015

1.1.2.  Prébki do analizy przy uzyciu odwrotnej transkrypcji z fancuchows reakcjg polimerazy (RT-PCR lub RT-qPCR)

Prébki pobiera si¢ od ryb zgodnie z procedurami opisanymi w pkt L.1.1 przy uzyciu sterylnego narzedzia i
przenosi do sterylnej probéwki plastikowej zawierajacej podtoze transportowe. Tkanki z 10 ryb moga zostaé
zebrane do jednej probéwki i stanowig jedng prébke zbiorczg. W przypadku malej ilosci inokulum mozna
jednak uzy¢ tkanek pochodzacych od maksymalnie pigciu ryb. Alternatywna metoda jest laczenie prébek w
odczynnikach do stabilizacji RNA, takich jak 0,2 g tkanek/ml odczynnika zgodnie z zaleceniami producenta,
przy czym kazdg rybe nalezy poddal odrebnej obrébee i nie laczyé w probkach ze wzgledu na malg ilosé
materiatu wykorzystywanego do ekstrakgji.

Do laboratorium wysyta¢ mozna réwniez cale ryby.

1.2. Wysylka préobek ryb

Probéwki zawierajace tkanki ryb w podlozu transportowym do celéw analizy przy wykorzystaniu linii
komérkowej lub RT-PCR/RT-qPCR umieszcza si¢ w izolowanych pojemnikach, takich jak gruboscienne pudla
polistyrenowe, wraz z taka iloscig lodu lub alternatywnego chlodziwa o réwnowaznym efekcie chlodzacym,
ktora zapewnia chlodzenie prébek podczas transportu do laboratorium. Nalezy jednak unikaé zamrazania
probek. Temperatura probki podczas tranzytu nie moze przekroczyé 10 °C, a w chwili przyjecia w pudle
transportowym musi by¢ nadal 16d badZ tez przynajmniej jeden z blokéw mrozacych musi byé zamrozony w
czedci lub w caloscei.

Do laboratorium przesyta¢ mozna cale ryby, jesli mozliwe jest spelnienie wymogéw dotyczgcych temperatury, o
ktérych mowa w akapicie pierwszym. Calg rybe nalezy owingé w papier o zdolnosciach absorpcyjnych, a przy
ostatecznej wysylce nalezy stosowa¢ torbe plastikows. Wysyla¢ mozna réwniez ryby zywe.

L.3. Pobieranie dodatkowego materiatu diagnostycznego

Jesli zatwierdzi to laboratorium diagnostyczne, mozna réwniez pobiera¢ inne tkanki ryb i przygotowywac je do

dodatkowych badan.

L4. Przygotowanie probek do badania przy wykorzystaniu linii komérkowej i RT-qPCR
[4.1. Zamrazanie w wyjatkowych przypadkach

W razie pojawienia si¢ trudnosci natury praktycznej, ktére uniemozliwiajg obrébke probek w ciagu 48 godzin
od pobrania tkanek ryb, dopuszczalne moze by¢ zamrozenie prébek tkanek w podlozu transportowym w
temperaturze — 20 °C lub nizszej i przeprowadzenie badania wirusologicznego w ciggu 14 dni. Przed badaniem
tkanki ryb mozna zamrozi¢ i odmrozi¢ tylko raz. Zachowuje si¢ dokumentacje zawierajaca szczegblowe
powody kazdego przypadku zamrazania prébek tkanek ryb.

1.4.2. Homogenizacja narzadoéw

W laboratorium znajdujgce si¢ w probéwce tkanki ryb poddaje si¢ pelnej homogenizacji przy wykorzystaniu
stomachera, malaksera lub mozdzierza i tluczka ze sterylnym piaskiem, a nastepnie umieszcza w oryginalnym
podlozu transportowym.

Probke skladajacg si¢ z calych ryb o dlugosci ponizej 4 cm rozdrabnia si¢ przy uzyciu sterylnych nozyczek lub
sterylnego skalpela po uprzednim usunigciu czesci ciala znajdujacej si¢ za otworem jelitowym. Jezeli probke
stanowi cala ryba o dlugosci ciala miedzy 4 a 6 cm, pobra¢ nalezy narzady wewnetrzne, w tym nerke. Jesli
probke stanowi cala ryba o diugosci ciala ponad 6 cm, prébki tkanek pobiera sig, jak okreslono w pkt L1.
Prébki tkanek rozdrabnia si¢ sterylnymi nozyczkami lub sterylnym skalpelem i homogenizuje zgodnie z opisem
w akapicie pierwszym, a nastepnie umieszcza w podlozu transportowym.

W laboratorium ostateczny stosunek materiatu biologicznego do podloza transportowego koryguje si¢ tak, by
odpowiadat 1:10.

14.3.  Wirowanie homogenatu

Homogenat poddaje si¢ odwirowaniu z predkoscia 2 000 do 4 000 x g przez 15 minut w wiréwce chlodzacej
w temperaturze 2 — 5 °C, a pobrany supernatant mozna poddaé dzialaniu antybiotykéw przez cztery godziny w
temperaturze 15 °C lub przez noc w temperaturze 4 — 8 °C. Jesli probke przestano w podlozu transportowym,
mozna zrezygnowac z poddania supernatantu dziataniu antybiotykéw.

W razie pojawienia si¢ trudnosci natury praktycznej, takich jak powazne uszkodzenie inkubatora lub problemy
z liniami komérkowymi, ktére to trudnosci uniemozliwiajg inokulacje komoérek w ciggu 48 godzin od pobrania
probek tkanek ryb, supernatant mozna zamrozi¢ do temperatury — 80 °C i przeprowadzi¢ badanie wirusolo-
giczne w ciggu 14 dni.
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Jesli pobrany supernatant przechowywano w temperaturze — 80 °C przez 48 godzin od pobrania prébki, mozna
ponownie uzy¢ go jedynie jednokrotnie do badania wirusologicznego.

Przed inokulacja komérek supernatant miesza sie w réwnych czeSciach z odpowiednio rozcieficzonymi
faczonymi surowicami odporno$ciowymi przeciwko rodzimym serotypom wirusa zakaznej martwicy trzustki
(IPN) i inkubuje go z tymze przez maksymalnie jedna godzing w temperaturze 15 °C lub przez maksymalnie
18 godzin w temperaturze 4 °C. Miano surowicy odpornosciowej powinno wynosi¢ przynajmniej 1/2 000 w
teScie neutralizacji przy uzyciu plytek (50 %).

Poddanie catego inokulum dzialaniu surowicy odporno$ciowej przeciwko wirusowi IPN ma zapobiec powstaniu
w inokulowanych liniach komérkowych efektu cytopatycznego (CPE) spowodowanemu wirusem IPN. Ograniczy
to czas trwania badafi wirusologicznych oraz liczbe przypadkéw, w ktérych powstanie efektu cytopatycznego
(CPE) prowadzitoby do potencjalnego wskazania obecnosci VHSV lub IHNV.

Jesli prébki pochodzg z jednostek produkeyjnych uznanych za wolne od choroby w odniesieniu do IPN, mozna
zaniecha¢ poddania inokulum dzialaniu surowicy odpornosciowej przeciwko wirusowi IPN.

1.4.4.  Przygotowanie probek do programéw nadzoru opartych na RT-PCR i RT-qPCR

Jesli probki pobrano na podloze transportowe, przeprowadza si¢ procedury okreslone w pkt 1.4.2. i 1.4.3. Po
odwirowaniu supernatant pobiera si¢ i ekstrahuje RNA. Jesli bezposrednio po odwirowaniu nie majg by¢
prowadzone dalsze badania, prébki zamraza si¢ natychmiast do temperatury — 20 °C lub nizsze;j.

Do celéw analizy tkanek ryb zachowanych w odczynniku do stabilizacji RNA nalezy przeprowadzi¢ dalsze
prace z zachowaniem nastgpujacych terminéw w odniesieniu do prébek przechowywanych w réznych tempera-
turach:

probki przechowywane w temperaturze 37 °C: jeden dziefy;

probki przechowywane w temperaturze 25 °C: jeden tydzien;

probki przechowywane w temperaturze 4 °C: jeden miesiac;

probki przechowywane w temperaturze — 20 °C: brak ograniczenia czasowego

Prébki zbiorcze w odczynniku do stabilizacji RNA traktuje si¢ tak samo jak prébki pojedyncze w odczynniku
do stabilizacji RNA. Liczba prébek w prébkach zbiorczych w odczynniku do stabilizacji RNA nie moze
przekraczaé liczby zalecanej przez producenta przy ekstrakcji za pomoca zestawoéw RNA, takich jak RNeasy
Mini kits (Qiagen) lub podobnych. W razie laczenia wigkszych prébek zestawy ekstrakcji lub metody musza
odzwierciedla¢ takie faczenie.

Prébek umieszczonych w odczynnikach do stabilizacji RNA nie wolno wykorzystywaé do linii komérkowych.

[.4.5.  Laczenie prébek do celéow RT-qgPCR

Poniewaz istniejace protokoly RT-qPCR maja co najmniej takg samg wrazliwo$¢, co metody z zastosowaniem
linii komérkowych, dopuszczalne moze by¢ wykorzystanie do PCR supernatantu z homogenizowanego
materialu biologicznego ryb skladajacego si¢ z faczonych narzadéw pochodzacych od maksymalnie 10 ryb w
podiozu do hodowli linii komérkowych. Jednak ze wzgledu na to, Ze do PCR uzywa si¢ znaczne mniejszego
inokulum niz do linii komérkowych, wszystkie tkanki ryb nalezy poddal starannej homogenizacji przed
pobraniem materiatu do ekstrakcji.

Te samg zasad¢ stosuje si¢ do probek umieszczonych w odczynnikach do stabilizacji RNA. Jednakze w tym
wypadku trudno jest czesto zebral reprezentatywny material pochodzacy od maksymalnie 10 ryb w jedna
probéwke i dlatego liczbe ryb na jedng prébke faczong nalezy ograniczy¢ do 2-5.

L5. Badanie wirusologiczne przy wykorzystaniu linii komérkowej
I.5.1.  Linie komérkowe i podloza

Linia komérkowa pochodzgca z narybku bassa niebieskiego (BF-2) lub linia komérkowa pochodzaca z gonad
pstraga teczowego (RTG-2) oraz linia komérkowa pochodzaca z komoérek epitelialnych karpia (EPC) albo linia
komoérkowa pochodzgca z komoérek epitelialnych ciernika promienistego utrzymywana jest na odpowiednim
podlozu w temperaturze 20 do 30 °C, tj. podlozu Eagle'a (podloze MEM) lub jego modyfikacjach, z dodatkiem
plodowej surowicy bydlecej (10 %) oraz antybiotykéw w stezeniach standardowych.
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W razie hodowli w zamknietych fiolkach podloze buforuje si¢ diweglanem. Podloze wykorzystywane do
hodowli komérek w jednostkach otwartych mozna buforowa¢ trihydroksymetyloaminometanem-HCl (Tris-HCI)
(23 mM) oraz diweglanem sodu (6 mM). Warto$¢ pH musi wynosi¢ 7,6 £ 0,2.

Linie komérkowe stosowane do inokulacji materialem biologicznym ryb musza by¢ milode, zwykle, w miare
mozliwodci, jednodniowe, jednowarstwowe; mozna zaakceptowa¢ jednak wiek mieszczacy si¢ w zakresie 4 do
48 godzin. Komoérki muszg aktywnie rosngé w momencie inokulagji.

.5.2.  Inokulacja linii komérkowych

Zawiesing z narzagdéw poddanych dzialaniu antybiotykéw inokuluje sie do linii komérkowych w dwéch rozcien-
czeniach, tj. w rozciefczeniu pierwszym i w rozcieiczeniu 1:10 rozcieficzenia pierwszego, co prowadzi do
koncowych rozcieiczen materialu biologicznego w podlozu do hodowli linii komérkowych wynoszacych
odpowiednio 1:100 i 1:1 000, co ma na celu zapobiezenie interferencji homologicznej. Przynajmniej dwie linie
komérkowe nalezy inokulowa¢, jak opisano w pkt 1.5.1. Stosunek wielkosci inokulum do objgtosci podloza do
hodowli linii komérkowych powinien wynosi¢ okoto 1:10.

Do kazdego rozcieficzenia kazdej linii komérkowej wykorzystuje si¢ obszar komoérek nie mniejszy niz 2 cm?,
odpowiadajacy jednemu dotkowi na 24-dotkowej plytce do linii komérkowej. W miare mozliwosci nalezy
stosowaé plytki do linii komérkowe;j.

.5.3. Inkubacja linii komérkowych

Inokulowane linie komérkowe inkubuje si¢ w temperaturze 15 °C przez siedem do dziesigciu dni. Jesli barwa
podtoza do hodowli linii komérkowych zmieni si¢ z czerwonej na z6lta, wskazujac Srednie zakwaszenie, nalezy
dokona¢ korekty pH przy wykorzystaniu sterylnego roztworu diweglanu lub réwnowaznych substancji, aby
zapewni¢ podatno$¢ komoérek na zakazenie wirusem.

Przynajmniej co sze$¢ miesiecy lub w razie podejrzenia zmniejszenia wrazliwosci komoérek na zakazenie
przeprowadza si¢ mianowanie zarchiwizowanych izolatéw VHSV i IHNV w celu sprawdzenia wrazliwosci linii
komérkowych na zakazenie. W miare mozliwosci stosuje si¢ procedure okre$long w sekgji III.

1.5.4.  Mikroskopia

Inokulowane linie komérkowe poddane si¢ regularnym kontrolom na obecno$¢ CPE nie rzadziej niz trzy razy w
tygodniu w powigkszeniu 40 do 150 x. Jesli stwierdzono ewidentny przypadek CPE, wszczynane sg
natychmiast procedury identyfikacji wirusa zgodnie z pkt 1.6.

1.5.5. Pasazowanie

Jesli w ciggu 7-10 dni po pierwszej inkubacji nie wystapil efekt cytopatyczny, dokonuje si¢ pasazowania do
Swiezych linii komérkowych przy wykorzystaniu podobnego obszaru komoérek, co w przypadku pierwszej
izolacji.

Supernatant ze wszystkich linii lub dotkéw stanowigcych pierwsza izolacje w linii komérkowej laczy sie
zgodnie z linig komérkowa 7 — 10 dni po inokulacji. Polaczone probki inokuluje si¢ nastepnie do homolo-
gicznych linii komérkowych, nierozcieficzonych i rozcieficzonych 1:10 (co prowadzi do rozcieficzent koncowych
supernatantu wynoszacych odpowiednio 1:10 i 1:100), jak opisano w pkt 1.5.2. Alternatywnie supernatant w
iloci 10 % podloza stanowigcego pierwsza izolacje inokuluje si¢ bezposrednio do dolka ze $wiezg linig
komérkows (tj. pasazowanie komoérek miedzy dotkami). Przed inokulacjg rozcieficzenia mozna inkubowaé z
surowica przeciwko wirusowi IPN w odpowiednim rozcieficzeniu, jak opisano w pkt 1.4.3.

Inokulowane kultury inkubuje si¢ nastepnie przez 7 do 10 dni w temperaturze 15 °C i kontroluje zgodnie z
pkt 1.5.4.

Jesli w ciagu pierwszych trzech dni inkubacji wystapi efekt toksyczny CPE, pasazowanie przeprowadza si¢ na
tym etapie, ale komoérki inkubowane s3 nastgpnie przez siedem dni i pasazowane ponownie oraz poddawane
dalszej siedmiodniowej inkubacji. Jesli efekt toksyczny CPE wystapi po uplywie trzech dni, komoérki pasazuje sig
jednokrotnie i inkubuje tak dlugo, by laczny okres od dokonania pierwszej inkubacji wynidst 14 dni. W
ostatnich siedmiu dniach inkubacji nie moze by¢ zZadnych dowodéw toksycznosci.

Jesli mimo zastosowania antybiotykéw wystapi zanieczyszczenie bakteryjne, pasazowanie poprzedza si¢
nastepnie wirowaniem z predkoscig 2 000 do 4 000 x g przez 15 do 30 minut w temperaturze 2 do 5 °C lub
filtrowaniem supernatantu przez filtr 0,45 pm (membrang o niskim wspélczynniku wigzalnosci biatek). Ponadto
pasazowanie powinno by¢ prowadzone zgodnie z procedurami opisanymi dla efektu toksycznego CPE w
akapicie czwartym.

Jesli CPE nie wystepuje, mozna uznaé, ze badanie dato wynik ujemny.
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L6. Identyfikacja wirusa

Jesli w linii komérkowej stwierdzono dowody na wystapienie CPE, podloze (supernatant) pobiera si¢ i bada za
pomoca przynajmniej jednej z nastgpujacych technik: test immunoenzymatyczny (ELISA), test immunofluores-
cencji (IF), test neutralizacji (SNT), RT-PCR lub RT-qPCR. Jesli badania te nie pozwolily na definitywne zidentyfi-
kowanie wirusa w ciagu tygodnia, supernatant przekazuje si¢ w celu natychmiastowej identyfikacji krajowemu
laboratorium referencyjnemu lub laboratorium referencyjnemu UE ds. choréb ryb, o ktérym mowa w
zalaczniku VI do dyrektywy 2006/88/WE.

[.6.1. ELISA

W celu identyfikacji izolatu wirusa przeprowadza si¢ test ELISA — test podwéjnego wigzania. Mikroplytki
powinny by¢ oplaszczone warstwa (50 pl/dotek (0,9 pg)) oczyszczonych immunoglobulin o sprawdzonej
jakosci wigzacych biatko A, uzyskanych z surowicy odpornosciowej krélika przeciwko IHNV lub VSHY, rozciefi-
czonych w buforze weglanowym (pH 9,6) zawierajacym 15mM azydku sodu i inkubowane przez od 18 godzin
do 2 tygodni w temperaturze 4 °C.

Kazda probke zawierajaca 1 % Triton X-100 oraz kontrole dodatnie rozcieficza si¢ na plytce do rozcieficzania
roztworem buforowym (tj. roztworem chlorku sodu buforowany fosforanami (PBS)-T-BSA, 1 % BSA)) w
4-krotnym rozciefczeniu: nierozcieiczone, 1:4, 1:16, 1:64. Plytki do testu ELISA przemywa si¢ w PBS
zawierajagcym 0,05 % Tween-20 (PBS-T), a 50 pl kazdego rozcieficzenia przenosi si¢ z plytki do rozcieficzania
na przemytg i oplaszczong plytke do ELISA.

Plytki ELISA inkubuje si¢ nastepnie przez 30 minut w temperaturze 37 °C. Nastepnie plytki przemywa si¢ i
inkubuje przez 30 minut w temperaturze 37 °C ze specyficznymi przeciwcialami monoklonalnymi (tj. do
identyfikacji VHSV: MAb IP5B11, a identyfikacji [HNV: Hyb 136-3). 50ul krdliczych przeciwcial anty-mysich
skoniugowanych z peroksydaza chrzanowa (HRP) rozcieficzonych 1:1 000 w PBS-T-BSA przenosi si¢ na plytke
do testu ELISA.

Nastepnie, po ponownym przeplukaniu, wywoluje si¢ reakcje poprzez dodanie 50 pl/dolek orto-fenyleno-
diaminy (OPD). Plytki do testu ELISA inkubuje si¢ przez 20 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu
$wiatla, a reakcje zatrzymuje si¢, dodajac 100 pl/dotek 0,5 M H,SO,.

Absorbancje obserwuje si¢ w czytniku do testow ELISA przy dlugosci fali 492 i 620 nm. Prébki okresla si¢ jako
dodatnie lub ujemne po poréwnaniu wynikéw testéw z wartoSciami absorbancji dla kontroli dodatnich i
ujemnych. Co do zasady prébki o absorbangji facznej (A) < 0,5 dla materialu nierozcieficzonego uznaje si¢ za
ujemne, probki o wartosciach A migdzy 0,5 a 1,0 uznaje si¢ za podejrzane, za$ probki o wartosciach A > 1,0
uznaje si¢ za dodatnie.

Zamiast wersji testu ELISA, o ktérych mowa w niniejszym punkcie, mozna stosowaé inne jego wersje o
sprawdzonej podobnej skutecznosci.

1.6.2.  Test immunofluorescencji (IF)

Identyfikacji ujetych w wykazie patogenéw VHSV i IHNV dokonuje si¢ poprzez zakazenie komérek na plytkach
96-dotkowych ,Black”, konwencjonalnych plytkach 24-dotkowych lub szkietkach nakrywkowych do plytek
24-dotkowych. Jedli zidentyfikowano IHNV lub VHSV poprzez zakazenie komorek na szkielkach
nakrywkowych, stosuje si¢ nastepujacy protokél:

a) na szkielkach nakrywkowych dokonuje si¢ posiewu komoérek prowadzacego do pokrycia powierzchni
hodowlanej migdzy 60 % a 90 % po 24 godzinach kultywacji. W miare mozliwosci do tego celu nalezy
wykorzysta¢ lini¢ komérkowa EPC ze wzgledu na jej duzg przyczepno$é do powierzchni szklanych, ale
mozna réwniez wykorzystywaé inne linie komérkowe, takie jak BF-2, RTG-2 lub FHM. Dokonuje si¢
podwéjnej inokulacji 150 pl supernatantu linii komérkowej w dwdch réznych rozcienczeniach (1:10 i
1:1 000) na jednodniowe jednowarstwowe hodowle komérek, a nastgpnie poddaje inkubacji w temperaturze
15 °C przez 24 godziny;

b) nastepnie usuwa si¢ podloze do hodowli linii komérkowych oraz zakazone jednowarstwowe hodowle
komoérek utrwalone za pomocg 0,5 ml lodowatego wodnego roztworu acetonu (80 % vol:vol). Utrwalania
dokonuje si¢ w okapie wyciggowym przez 15 minut w temperaturze pokojowej, po czym usuwa si¢ roztwor
acetonu i osusza szkietka nakrywkowe powietrzem przez przynajmniej 30 minut. Na tym etapie plytki
nalezy poddal natychmiastowej obrdébcee albo przechowaniu w temperaturze — 20 °C do pdZniejszego
wykorzystania;

c) specyficzne przeciwciala monoklonalne (tj. MAb IP5B11 do identyfikacji VHSV oraz Hyb 136-3i do identy-
fikacji IHNV) rozcieficza si¢ w 0,01 M PBST, pH 7,2 w rozcieficzeniu zalecanym przez dostawce przeciwcial
monoklonalnych; do utrwalonej jednowarstwowej hodowli komérek dodaje si¢ 50 do 100 pl/dotek, a plytki
inkubuje w komorze wilgotnej przez jedng godzing w temperaturze 37 °C;
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d) szkielka nakrywkowe przemywa si¢ fagodnie trzy razy PBS zawierajacym 0,05 % Tween-20 (PBS-T), a po
ostatnim przemyciu usuwa si¢ w calosci bufor. Komérki inkubuje si¢ nastepnie przez jedng godzing w
temperaturze 37 °C z przeciwcialami przeciwko mysiej immunoglobulinie (stosowanymi jako przeciwciato
pierwszorzedowe) skoniugowanymi z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) lub tetrametylorodamino-5-(oraz-
6-)izotiocyjanianem (TRITC) rozcienczonymi zgodnie ze wskazoéwkami dostawcy, przemywa ponownie w
PBS-T i suszy. Zabarwione kultury osadza si¢ na szklanych szkielkach przy wykorzystaniu roztworu
gliceryny w soli fizjologicznej i bada w $wietle ultrafioletowym (UV). Nalezy korzysta¢ z okularéw 10 x lub
12 x i soczewek obiektywow 25 x lub 40 x o aperturze numerycznej, odpowiednio, > 0,7 i > 1,3.
Alternatywnie mozna korzysta¢ z innych technik IF o sprawdzonej podobnej skutecznosci w odniesieniu do linii
komoérkowych, utrwalania i przeciwcial o jakosci referencyjne;j.
1.6.3. Neutralizacja
Komorki wytraca si¢ z pobranego supernatantu za pomocg wirowania (2 000 to 4 000 x g) lub filtracji
membranowej (0,45 pm) przy wykorzystaniu membrany o niskim wspélczynniku wigzalnosci bialek, a
supernatant rozcieficza 1:100 i 1:10 000 w podtozu do hodowli linii komérkowych.
Supernatant pochodzacy przynajmniej z dwoch rozcieficzen miesza si¢ i inkubuje w réwnych czesciach przez
60 minut przy temperaturze 15 °C osobno z nastepujagcymi odczynnikami:
a) surowica zawierajaca swoiste dla grupy przeciwciala przeciwko VHSV w rozcieficzeniu 1:50 (vol:vol);
b) surowica zawierajaca swoiste dla grupy przeciwciala przeciwko IHNV w rozcieniczeniu 1:50 (vol:vol);
¢) laczenie surowic odpornosciowych przeciwko rodzimym serotypom IPNV w rozcieficzeniu 1:50 (vol:vol);
d) samo podloze (kontrola dodatnia).
Przynajmniej dwie linie komérkowe z kazdej mieszaniny supernatantu wirusa z surowicg inokuluje si¢ po 50 pl,
a nastepnie inkubuje w temperaturze 15 °C. Nalezy sprawdzi¢ wystgpowanie CPE, jak opisano w pkt 1.5.4.
Szczepy i izolaty VHSV, ktdre nie reaguja na testy neutralizacji, identyfikuje si¢ za pomoca IF lub ELISA.
Alternatywnie mozna wykorzysta¢ inne testy neutralizacji o sprawdzonej podobnej skutecznosci.
1.6.4. RT-PCR/RT-qPCR
1.6.4.1. Przygotowanie RNA wirusa
Wszelkie prace przy izolacji RNA wykonuje si¢ na lodzie przy uzyciu r¢kawiczek.
Ekstrakcji RNA dokonuje sig, stosujagc metode fenolowo-chloroformows lub kolumienkowa zgodnie ze
wskazéwkami producenta. Mozna stosowaé dostepne komercyjnie zestawy do ekstrakcji RNA, dzigki ktorym
uzyska si¢ RNA wysokiej jako$ci nadajace si¢ do wykorzystania w ramach protokoléw RT-PCR opisanych w
ponizszych punktach.
RNA zawiesza si¢ ponownie w wodzie wolnej od RNaz (tj. wodzie poddanej dzialaniu 0,1 % dietylodiweglanu)
lub odpowiedniego bufora elucyjnego.
[.6.4.2. RT-PCR

Do wykrywania IHNV stosuje si¢ nast¢pujace startery:

starter sensowny 5’-AGA-GAT-CCC-TAC-ACC-AGA-GAC-3';

starter antysensowny 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3'.

Stosuje si¢ nastepujace cykle (jednoetapowy RT-PCR): 1 cykl: 50 °C przez 30 minut; 1 cykl: 95 °C przez
2 minut; 30 cykli: 95 °C przez 30 sekund, 50 °C przez 30 sekund, 72 °C przez 60 sekund; 1 cykl: 72 °C przez
7 minut i chlodzenie w plynie w temperaturze 4 °C.

Do wykrywania VHSV stosuje si¢ nastgpujace startery:

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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Stosuje si¢ nastepujace cykle (jednoetapowy RT-PCR): 50 °C przez 30 minut, 95 °C przez 15 minut, 35 cykli w
temperaturze 94 °C przez 30 sekund, 55 °C przez 30 sekund oraz 68 °C przez 60 sekund. Nastepnie reakcje
utrzymuje si¢ w temperaturze 68 °C przez 7 minut.

Tos¢ i swoistos§¢ reakcji RT-PCR ewaluuje si¢ za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym (1,5 %) z bromkiem
etydyny i obserwuje przy wykorzystaniu na$wietlenia $wiatlem ultrafioletowym. W przypadku THNV mozna
zaobserwowa¢ amplikon PCR 693 bp. W przypadku VHSV wielko§¢ powinna wynosi¢ 505 bp.

Wyniki PCR moga by¢ rézne w zaleznosci od warunkéw przeprowadzania testu — optymalizacji wymagaé moga
protokoly termiczne w zaleznosci od wykorzystywanego termocyklera. Ponadto wystapi¢ moga wyniki
falszywie dodatnie ze wzgledu na nieprawidlowe przylaczanie starteréw lub zanieczyszczenia w laboratorium.
Dlatego w celu uniknigcia wszelkich watpliwosci nalezy uwzgledni¢ odpowiednie kontrole dodatnie i ujemne
oraz sekwencje amplikonéw. W przypadku starteréw VHSV nalezy zachowal szczegdlng staranno$¢ przy
stosowaniu komoérek BF-2, poniewaz startery te moga reagowal z linia komérkowa DNA/RNA, dajac wyniki
falszywie dodatnie o podobnym rozmiarze. Przy badaniu supernatantu z komoérek BF-2 sekwencjonuje sig
wszystkie amplifikowane fragmenty PCR.

1.6.4.3. RT-gPCR w odniesieniu do VHSV

W przypadku VHSV amplifikacje przeprowadza si¢ przy wykorzystaniu nastepujacych starteréw i nastepujacej
sondy:

starter sensowny: 5’-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3';
starter antysensowny: 5'-TCT-GCG-ATC-TCA-GTC-AGG-ATG-AA-3';
i sonda: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQL1.

Jednoetapowy RT-qPCR:

Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy kazdej analizie. Warunki reakcji: 50 °C przez
30 minut, 95 °C przez 15 minut, 40 cykli w temperaturze 94 °C przez 15 sekund, 60 °C przez 40 sekund,
72 °C przez 20 sekund; w stosownych przypadkach dokonuje si¢ korekty. Alternatywnie mozna wykorzystaé
inne wersje RT-PCR lub RT-qPCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

1.6.4.4. RT-gPCR w odniesieniu do IHNV

W przypadku IHNV amplifikacje przeprowadza si¢ przy wykorzystaniu nastgpujacych starteréw i nastepujacej
sondy:

starter sensowny: 5'- AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3';
starter antysensowny: 5'- TTCTTTGCGGCTTGGTTGA - 3';
i sonda: 5" 6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.

Dwuetapowy RT-qPCR:

Poniewaz przedmiotowy test opiera si¢ na amplifikacji dwuetapowej, nalezy zachowaé wyjatkows starannos¢,
obchodzac si¢ z probéwkami przy przejsciu z jednej reakcji do drugiej, aby uniknaé zanieczyszczenia.

Warunki reakcji (po etapie RT): 50 °C przez 2 minut, 95 °C przez 10 minut, a nastgpnie 40 cykli w
temperaturze 95 °C przez 15 sekund, 60 °C przez 1 minute; w stosownych przypadkach dokonuje si¢ korekty.

Alternatywnie mozna wykorzysta¢ inne wersje RT-PCR lub RT-qPCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.
1. Szczegétowe procedury i metody diagnostyczne do celéw potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia obecnosci
VHS albo IHN badz jednoczes$nie VHS i IHN w podejrzanych ogniskach choroby

Jesli konieczne sg badania laboratoryjne w celu potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci IHN lub VHS zgodnie
z art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE przy zastosowaniu metod diagnostycznych okreslonych w zalgczniku I
cze$¢ 1 pkt I1.3, stosuje si¢ nastepujace szczegdtowe metody i procedury diagnostyczne:

a) konwencjonalna izolacja wirusa z nastgpujaca po niej seroneutralizacjg oraz immunochemiczng lub
molekularng identyfikacja wirusa;

b) wykrywanie wirusa przy wykorzystaniu RT-PCR lub RT-qPCR;
¢) inne techniki diagnostyczne, takie jak IFAT, ELISA, RT-PCR, IHC.
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I.1.  Konwencjonalna izolacja wirusa z nastepujaca po niej identyfikacja wirusa
I.1.1. Wybdr probek

Do badania wybra¢ nalezy przynajmniej 10 ryb wykazujacych typowe objawy IHN lub VHS

I.1.2. Przygotowanie i wysyltka probek ryb

Przygotowanie i wysytka do celow konwencjonalnej izolacji wirusa powinny by¢ zgodne z metodami i
procedurami okreslonymi w pkt 1.2.

I1.1.3. Pobieranie dodatkowego materiatu diagnostycznego

Pobieranie dodatkowego materiatu do celéw konwencjonalnej izolacji wirusa powinno by¢ zgodne z metodami i
procedurami okreslonymi w pkt L.3.

I.1.4. Przygotowanie probek do badania przy wykorzystaniu linii komérkowej

Przygotowanie probek do badania przy wykorzystaniu linii komérkowej do celéw konwencjonalnej izolacji
wirusa powinno by¢ zgodne z metodami i procedurami okreslonymi w pkt 1.4.

I.1.5. Badanie wirusologiczne przy wykorzystaniu linii komérkowej

Badanie wirusologiczne do celéw konwencjonalnej izolacji wirusa powinno by¢ zgodne z metodami i
procedurami okreslonymi w pkt L.5.

.1.6. Identyfikacja wirusa
Identyfikacja wirusa do celéw konwencjonalnej izolacji wirusa powinna by¢ zgodna z metodami i procedurami
okreslonymi w pkt L6.

I.2.  Wykrywanie wirusa przy wykorzystaniu RT-qPCR

[.2.1. Wybdr prébek

Wybdr probek do celéw wykrywania wirusa przy wykorzystaniu RT-qPCR powinien by¢ zgodny z metodami i
procedurami okreslonymi w pkt 1.1.2.

1.2.2.  Przygotowanie i wysytka probek ryb

Przygotowanie i wysylka do celéw wykrywania wirusa przy wykorzystaniu RT-qPCR powinny by¢ zgodne z
metodami i procedurami okreslonymi w pkt [.2.

11.2.3. Pobieranie dodatkowego materiatu diagnostycznego

Pobieranie dodatkowego materiatu diagnostycznego do celéw wykrywania wirusa przy wykorzystaniu RT-gPCR
powinno by¢ zgodne z metodami i procedurami okreslonymi w pkt 1.3.

I.2.4. Przygotowanie probek do RT-qPCR

Przygotowanie probek do celéw wykrywania wirusa przy wykorzystaniu RT-qPCR powinny by¢ zgodne z
metodami i procedurami okre$lonymi w pkt .6.4.1.

I1.2.5. RT-gPCR

Wykrywanie wirusa przy wykorzystaniu RT-qPCR powinno by¢ zgodne z metodami i procedurami okre$lonymi
w pkt 1.6.4.1, 1.6.4.3 i L6.4.4.

I.3.  Inne metody diagnostyczne

Supernatant przygotowany zgodnie z opisem zawartym w pkt 1.4.3 mozna poddaé testowi ELISA zgodnie z
pkt 1.6.1, testowi immunofluorescencji posredniej (IFAT) zgodnie z pkt 1.6.2 lub RT-PCR zgodnie z pkt 1.6.4.
Material biologiczny mozna poddaé badaniom przeprowadzonym przy wykorzystaniu innych metod diagnos-
tycznych, takich jak IFAT na tkankach mrozonych, immunohistochemia na materiale biologicznym utrwalonym
w formalinie. Te szybkie techniki uzupelnia si¢ badaniami wirusologicznymi zgodnie z pkt II lit. a) lub b) w
ciagu 48 godzin od pobrania probek, jesli:

a) uzyskano wynik ujemny; albo

b) uzyskano wynik dodatni na materiale stanowigcym pierwszy przypadek IHN lub VHS.
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1L Procedura mianowania w celu sprawdzenia wrazliwosci linii komérkowych na zakazenie

Przy przeprowadzaniu mianowania w celu sprawdzenia wrazliwosci linii komérkowych na zakazenie, o czym
mowa w pkt 1.5.3, stosuje si¢ procedury okreslone ponize;j.

Stosuje si¢ przynajmniej dwa izolaty VHSV lub jeden izolat IHNV. Izolaty powinny reprezentowaé gtéwne grupy
wiruséw w Unii Europejskiej, tj. w przypadku VHSV — jeden izolat patogenny dla pstraga teczowego z wod
stodkich i jeden izolat patogenny dla turbota z wdd stonych, za§ w przypadku IHNV — jeden szczep patogenny
dla pstraga teczowego z Unii Europejskiej. Nalezy stosowal dobrze zdefiniowane izolaty z pafstw
cztonkowskich. Serie wiruséw w liniach komérkowych o niskim pasazu rozmnaza si¢ w butelkach z uzyciem
komérek BF-2 lub RTG-2 w przypadku VHSV oraz komérek EPC lub FHM w przypadku IHNV. Stosuje si¢
podloze do hodowli linii komérkowych zawierajgce przynajmniej 10 % surowicy. Do inokulacji stosuje sie
niskie MOI (< 1).

Po osiagnieciu catkowitego efektu cytopatycznego wirus zbierany jest poprzez odwirowanie supernatantu linii
komérkowej z predkoscig 2 000 x g przez 15 minut, sterylizowany przez odfiltrowanie przez filtr
membranowy 0,45 pm i supernatant przenoszony do oznakowanych krioprobéwek. Wirus przechowuje si¢ w
temperaturze — 80 °C.

Tydzien po zamrozeniu rozmraza si¢ pod zimna woda trzy duplikatowe fiolki kazdego z wiruséw i mianuje na
liniach komoérkowych odpowiadajacych danemu wirusowi. Przynajmniej co sze$¢ miesiecy lub w razie
podejrzenia zmniejszenia wrazliwosci linii komérkowych na zakazenie kazdy izolat wirusa rozmraza si¢ i
mianuje.

Procedury mianowania w celu sprawdzenia wrazliwosci linii komérkowych na zakazenie musza byé
szczegOlowo opisane, a za kazdym razem nalezy stosowal te samg procedure.

Mianowanie do punktu koficowego powinno obejmowal przynajmniej sze$¢ powtdrzen kazdego szeregu
rozcieficzenia. Miana nalezy poréwnaé z mianami otrzymanymi uprzednio. Jesli miano ktéregokolwiek z trzech
izolatéw wirusa spadnie, w poréwnaniu ze stezeniem pierwszym, o wspolczynnik wynoszacy 2 log lub wigcej,
nalezy zaniechal dalszego wykorzystywania danej linii wirusa do celéw nadzoru.

Jesli w laboratorium przechowuje si¢ rézne linie komérkowe, kazdg lini¢ komérkows bada si¢ osobno.

Dokumentacje¢ zachowuje si¢ przez okres 10 lat.
CZESC 2

SZCZEGOLOWE METODY 1 PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE DO CELOW NADZORU 1 POTWIERDZENIA W
ODNIESIENIU DO ZAKAZENIA HERPESWIRUSEM KOI (KHVD)

L Szczegbtowe metody i procedury diagnostyczne do celéw potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia obecnosci
KHVD

Jesli konieczne sa badania laboratoryjne w celu potwierdzenia obecnosci KHVD lub wykluczenia podejrzenia
obecnosci tej choroby zgodnie z art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE przy zastosowaniu metod diagnos-
tycznych okreslonych w zalaczniku I czg$¢ 2 sekcja I, stosuje si¢ szczegdlowe metody i procedury diagnos-
tyczne okreslone w pkt 1.1-1.2:

L1 Przygotowanie prébek ryb

Do celéw diagnostycznych do badan przy wykorzystaniu metod opartych na konwencjonalnym PCR lub gPCR
mozna wykorzystaé ryby przesylane zywe lub u$miercone, zapakowane osobno w hermetycznie zamkniete
pojemniki aseptyczne lub alternatywnie zamrozone narzady lub fragmenty narzadéw zachowane w etanolu od
80 % do absolutnego lub wirusowe podloze transportowe (ktore nalezy poddaé obrébee w przeciggu 48 godzin
od pobrania).

W celu wykrycia KHV pobiera si¢ skrzela i nerki; do dodatkowej, odrebnej prébki wlaczyé mozna ponadto
Sledziong, moézg i jelito. W naglych przypadkach laczy¢ mozna material biologiczny pochodzacy od
maksymalnie pigciu ryb.

Ponadto w niektérych przypadkach mozna stosowal probki pobrane bez koniecznosci usmiercania zwierzat,
takie jak krew, wymaz ze skrzeli, biopsje skrzeli, zeskrobany $luz (oznacza to mozliwo§¢ pobrania prébek od
bardzo cennych ryb w razie podejrzenia obecno$ci KHV).

I.1.1.  Ekstrakcja DNA

Ekstrakcji DNA dokonuje si¢ zgodnie z procedurami standardowymi.

Mozna stosowaé dostepne komercyjnie zestawy do ekstrakcji DNA, dzigki ktdrym uzyskuje sie DNA wysokiej
jakosci nadajace si¢ do wykorzystania w ramach protokotéw PCR opisanych w pkt 1.2.
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1.2. Detekgja i identyfikacja czynnika za pomocg metod opartych na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
[.2.1. gPCR do wykrywania KHV

Do wykrywania KHV stosuje si¢ nastepujacy test qPCR:

starter sensowny (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3';

starter antysensowny (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3';

i sonda (KHV-109p): 5'-FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Warunki reakcji: jeden cykl 15 minut w temperaturze 95 °C, a nastepnie 40 cykli 15 sekund w temperaturze
94 °C i 60 sekund w temperaturze 60 °C. Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy
kazdej analizie. Mozna jednak wykorzysta¢ inne wersje qPCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

1.2.2.  Konwencjonalne PCR do wykrywania KHV

Stosuje si¢ opisany w niniejszym punkcie test w kierunku genu kinazy tymidynowej (TK) herpeswirusa koi.
Alternatywnie mozna jednak zastosowa¢ inne testy PCR o udowodnionej czulodci i swoisto$ci poréwnywalnej z
opisanym testem.

starter sensowny (KHV-TKf): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3;
starter antysensowny (KHV-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3'.

Warunki reakcji: jeden cykl 5 minut w temperaturze 95 °C, a nastepnie 35 cykli 30 sekund w temperaturze
95 °C, 30 sekund w temperaturze 52 °C, jednej minuty w temperaturze 72 °C i jeden cykl 10 minut w
temperaturze 72 °C. Wielko$¢ produktu powinna wynosi¢ 409 bp.

Wyniki PCR moga by¢ rézne w zaleznosci od warunkéw przeprowadzania testu — optymalizacji wymagaé moga
protokoly termiczne w zaleznosci od wykorzystywanego termocyklera. Ponadto wystapi¢ moga wyniki
falszywie dodatnie ze wzgledu na nieprawidlowe przylaczanie starter6w lub zanieczyszczenia. Kontrole
negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy kazdej analizie. Mozna jednak wykorzysta¢ inne wersje
PCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

Pierwszy przypadek wykrycia na danym obszarze nalezy potwierdzi¢ sekwencjonowaniem lub przestaé
krajowemu laboratorium referencyjnemu lub laboratorium referencyjnemu UE ds. chordb ryb, o ktérym mowa
w zalaczniku VI do dyrektywy 2006/88/WE w celu natychmiastowej identyfikacji.

IL. Szczegétowe metody i procedury diagnostyczne do celéw nadzoru i potwierdzenia w odniesieniu do KHVD

Gdy do celéw uzyskania lub utrzymania okreslonego statusu w odniesieniu do KHVD lub VHS, jak okreslono w
zalgczniku T czg$¢ 2 sekcja I, pobiera si¢ probki i prowadzi badania laboratoryjne przy zastosowaniu metod
diagnostycznych okreslonych w czesci 2 sekcja II lub III wspomnianego zalacznika, stosuje si¢ pkt I1.1 i IL.2.

I.1.  Przygotowanie prébek ryb

W miar¢ mozliwosci probki pobiera si¢ od ryb utrzymywanych przez dluzszy okres w zakresie temperatur
umozliwiajgcym rozwéj choroby (tj. przez dwa do trzech tygodni w temperaturze 15 — 26 °C). W celu
zwigkszenia szansy wykrycia KHV probki pobiera si¢ w miare mozliwosci w 24 godziny, ale nie pdZniej niz
72 godzin po takich czynno$ciach w ramach praktyk zarzadzania zasobami akwakultury, ktére moglyby
reaktywowal wirus u ryb bedacych jego zywicielami, jak na przyklad odlawianie siecig lub transport.

Do celéw nadzoru nad KHVD ryby mozna przesyla¢ zywe lub uSmiercone, zapakowane osobno w
hermetycznie zamknigtych pojemnikach aseptycznych; alternatywnie zamrozone narzady lub fragmenty
narzadéw zachowane w alkoholu 80— 100 % lub wirusowe podloze transportowe (ktére nalezy poddaé obrdobee
w przeciagu 48 godzin od pobrania) mozna wykorzystal do badan przy wykorzystaniu metod opartych na
PCR. W celu nadzoru nad KHVD pobiera si¢ skrawki skrzeli i nerek.

Do celéw nadzoru nad KHVD nalezy w miare mozliwosci unikaé taczenia probek. Jesli faczenie jest konieczne,
mozna laczy¢ material biologiczny z nie wigcej niz dwoch ryb. Wigksze prébki homogenizuje si¢ za pomoca
mozdzierza i tluczka lub stomachera, a przed klarowaniem pobiera si¢ podprébki do ekstrakcji DNA. Alterna-
tywnie podprébki mozna pobrac z kazdej tkanki wchodzacej w sklad probki i umiesci¢ w probéwkach do lizy.
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I.1.1. Ekstrakcja DNA
Ekstrakcji DNA dokonuje si¢ zgodnie z procedurami standardowymi. Mozna stosowal dostepne komercyjnie

zestawy do ekstrakcji DNA, dzigki ktérym uzyskuje sie¢ DNA wysokiej jakoci nadajace si¢ do wykorzystania w
ramach protokoléw PCR opisanych w pkt IL.2.

Dopuszczalny stosunek tkanek do podloza wynosi 1:9 wfv. Badaniami obejmuje si¢ 20 — 25 mg materiatu
biologicznego.
[.2.  Nadzér nad KHVD za pomoca metod opartych na PCR

Do celéw nadzoru nad KHV stosuje si¢ qPCR. Jesli probki dodatnie pojawig si¢ na obszarze, na ktérym
dotychczas nie potwierdzono wystepowania prébek dodatnich, wyniki badan nalezy potwierdzi¢ poprzez:

a) sekwencjonowanie produktu PCR lub zagniezdzonego PCR z tych prébek.

Otrzymana czysta sekwencja konsensusowa musi zgadza¢ si¢ (w przynajmniej 98 %) z tymi sekwencjami
referencyjnymi.

b) alternatywnie probki mozna przesta¢ do krajowego laboratorium referencyjnego w celu potwierdzenia.
.2.1. qPCR do wykrywania KHV

Stosuje si¢ qPCR opisane ponizej:

starter sensowny (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3';

starter antysensowny (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3';

i sonda (KHV-109p): 5'-FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'.

Warunki reakcji: jeden cykl 15 minut w temperaturze 95 °C, a nastgpnie 50 cykli 15 sekund w temperaturze
94 °C i 60 sekund w temperaturze 60 °C.

Wyniki qPCR moga by¢ rézne w zaleznosci od warunkéw przeprowadzania testu — optymalizacji wymagaé
moga protokoly termiczne w zaleznosci od wykorzystywanego termocyklera. Ponadto wystapi¢ moga wyniki
falszywie dodatnie ze wzgledu na nieprawidlowe przylaczanie starteréw lub zanieczyszczenia w laboratorium.
Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy kazdej analizie. Mozna jednak wykorzysta¢ inne
wersje gPCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

I1.2.2. Konwencjonalne PCR do potwierdzania wykrycia KHV

W celu potwierdzenia obecnoici zakazenia KHV stosuje si¢ generyczne zagniezdzone PCR opisane w ponizszej
tabeli 2.1 z nastgpnym sekwencjonowaniem amplifikowanego produktu.

Tabela 2.1

Startery i warunki odnoszace si¢ do testu technika zagniezdzonego PCR w kierunku wszystkich
herpeswirusé6w koi karpia (CyHV-1, CyHV-2 i CyHV-3)

Nazwa startera Sekwencja Warunki reakcji Wielkos¢
produktu
CyHVpol-forward | 5'-CCAGCAACATGTGCGACGG-3’ Pierwsza runda PCR
1 gykl:
95 °C przez 2 minuty
40 cykli:
95 °C przez 30 sekund 362 bp

CyHVpol-reverse 5'-CCGTARTGAGAGTTGGCGCA-3’ 55 °C przez 30 sekund
72 °C przez 45 sekund
1 oykl:

72 °C przez 10 minut
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Nazwa startera Sekwencja Warunki reakgji Wielkos¢
produktu
g)yrl;’VZfé’l'mtemal 5'-CGACGGVGGYATCAGCCC-3' Druga runda PCR
1 gykl:
95 °C przez 2 minuty
40 cykli:
95 °C przez 30 sekund 339 bp
CyHVpolintenal | 5, G AGTTGGCGCAYACYTTCATC 3 | 55 °C prez 30 sekund
reverse o
72 °C przez 45 sekund
1 cykl:
72 °C przez 10 minut

Wyniki PCR mogg by¢ rézne w zaleznosci od warunkéw przeprowadzania testu — optymalizacji wymagaé moga
protokoly termiczne w zalezno$ci od wykorzystywanego termocyklera. Ponadto wystapi¢ moga wyniki
falszywie dodatnie ze wzgledu na nieprawidlowe przylaczanie starteréw lub zanieczyszczenia w laboratorium.
Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni przy kazdej analizie. Mozna wykorzystaé inne wersje
PCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

Sekwencjonowanie moze by¢ przeprowadzone przez laboratorium lub przez zewnetrzne wyspecjalizowane
przedsigbiorstwa zajmujace si¢ sekwencjonowaniem. Wyniki sekwencjonowania analizuje si¢ poprzez
dopasowanie sekwencji do znanych sekwencji referencyjnych KHV (numery dostepu GenBank AP008984,
DQ657948 i DQ177346). Otrzymana czysta sekwencja konsensusowa musi zgadzaé si¢ w przynajmniej 98 % z
tymi sekwencjami referencyjnymi.

CZESC 3

SZCZEGOLOWE METODY I PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE DO CELOW NADZORU I POTWIERDZENIA ZAKAZENIA
ZAKAZNA ANEMIA LOSOSIA (ISA)

L Procedury pobierania prébek do celéw nadzoru i kontroli w odniesieniu do ISA

W ramach pobierania prébek i badan laboratoryjnych do celéw programéw nadzoru lub zwalczania
okreslonych w zalaczniku I cz¢8¢ 3 lub do celéw potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci ISA zgodnie z
art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE stosuje si¢ szczegélowe metody i procedury okreslone w pkt 1.1, 1.2 oraz
L.3.

L1 Przygotowanie prébek ryb

W miar¢ mozliwo$ci nie nalezy taczy¢ préobek ryb do celéw badani laboratoryjnych na obecnosé ISA. Jednakze
do celéw nadzoru nad ISA dopuszcza si¢ faczenie 2 — 5 ryb.

Probki do analizy przy wykorzystaniu laficuchowej reakcji polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR)
pobiera si¢ ze wszystkich ryb pobranych jako prébka. Za pomocy sterylnego narzedzia od ryby pobiera sig
fragment nerki — czgSci $rodkowej i przenosi do probéwki zawierajacej jeden ml roztworu substancji konser-
wujacej RNA o sprawdzonej skutecznosci. Tkanki pochodzgce od maksymalnie pigciu ryb mogg zostaé zebrane
do jednej probéwki z roztworem transportowym i stanowig jedng probke zbiorczg. Waga tkanek w jednej
prébee powinna wynosi¢ 0,5 g. Jedli ryby sa zbyt male, by mozna bylo uzyska¢ probke o wymaganej wadze,
mozna pobraé (w kolejnosci preferencji) fragmenty nerki, serca, S$ledziony, watroby lub wyrostkow
pylorycznych, aby uzyskaé 0,5 g.

Tkanki do celéw badania histologicznego pobiera si¢ jedynie ze $wiezo u$mierconych ryb w normalnym stanie
wykazujgcych objawy kliniczne lub oznaki po$miertne wskazujace na obecno$¢ ISA. Pobiera si¢ prdbki
obejmujace wszelkie uszkodzenia zewnetrzne lub wewnetrzne, a w kazdych okoliczno$ciach z poszczegdlnych
ryb pobiera si¢, przy uzyciu skalpela, probki nerki — czeci Srodkowej, serca, watroby, trzustki, przewodu
pokarmowego, skrzeli i $ledzony, przenoszac je nastepnie do 8-10 % (volvol) roztworu soli fizjologicznej
buforowanego formaldehydem. Aby zapewni wystarczajacy stopiefi zakonserwowania tkanek, stosunek
utrwalacza do tkanek powinien wynosi¢ przynajmniej 20:1. Do celéw immunohistochemii (IHC) pobiera sig
probki z nerki — czgéci Srodkowej i serca.
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Od wszystkich ryb pobranych jako probka pobiera si¢ tkanki do badar wirusologicznych przy wykorzystaniu
linii komérkowej. Za pomocy sterylnego narzedzia od ryby pobiera si¢ fragmenty watroby, nerki — czesci
glowowej lub $rodkowej, serca i $ledziony i przenosi do probéwek plastikowych zawierajacych 9 ml podtoza
transportowego. Tkanki pochodzace od maksymalnie pieciu ryb moga zostaé zebrane do jednej probowki
zawierajacej roztwor transportowy i stanowig jedng probke zbiorcza. Waga tkanek w jednej probce powinna
wynosi¢ 1,0 £ 0,5 g.

L2 Wysytka probek ryb

Do laboratorium przesyta¢ mozna cale ryby, jesli mozliwe jest spelnienie wymogéw dotyczacych temperatury
podczas transportu, o ktérych mowa w akapicie trzecim. Cala rybe owija si¢ w papier higroskopijny i wysyla w
torbie plastikowej, schlodzona, jak opisano w niniejszym akapicie.

Wysyla¢ mozna réwniez zywe ryby, ale jedynie pod nadzorem krajowego laboratorium referencyjnego ds.
choréb ryb i uwzgledniajac dodatkowe kwestie zwigzane z dezynfekcja i bezpieczefistwem biologicznym
odnoszace si¢ do przewozu zywych ryb.

Probki krwi i probowki zawierajace tkanki ryb do celéw badan wirusologicznych lub RT-PCR umieszcza si¢ w
izolowanych pojemnikach, takich jak gruboscienne pudla polistyrenowe, wraz z taka iloscig lodu lub blokéw
mrozgcych, ktéra zapewnia chlodzenie prébek podczas transportu do laboratorium. Nalezy unika¢ mrozenia, a
w chwili przyjecia wysylki w pudle transportowym musi by¢ nadal 16d badZ tez przynajmniej jeden z blokéw
mrozacych musi by¢ zamrozony w czgsci lub w calosci. W wyjatkowych okolicznosciach probki do RT-PCR lub
do badania wirusologicznego mozna poddaé mrozeniu szokowemu i przesta¢ do laboratorium w temperaturze
— 20 °C lub nizszej.

Do analizy RT-PCR ekstrakcja RNA powinna by¢ przeprowadzona z tkanek utrwalonych w utrwalaczu
RNAlater z zachowaniem nastepujacych terminéw zaleznych od temperatury, w ktérej przechowywane sa
probki:

probki przechowywane w temperaturze 37 °C: jeden dziefy;

probki przechowywane w temperaturze 25 °C: jeden tydzien;

probki przechowywane w temperaturze 4 °C: jeden miesigc;

probki przechowywane w temperaturze — 20 °C: brak ograniczenia czasowego.

Tkanki ryb przewozone w utrwalaczu do celéw badania histologicznego wysyla si¢ w szczelnych probéwkach
w pojemnikach odpornych na uderzenia. Nalezy unika¢ zamrazania tych prébek.

Badanie wirusologiczne przy wykorzystaniu linii komérkowej nalezy rozpoczaé jak najwczesniej, ale nie pdzniej
niz 48 godzin po pobraniu prébek. W wyjatkowych przypadkach badanie wirusologiczne mozna rozpoczaé nie
pbiniej niz 72 godziny po pobraniu materialu, o ile material poddawany badaniu jest chroniony podlozem
transportowym oraz o ile mozliwe jest spelnienie wymogéw dotyczacych temperatury podczas transportu.

L3. Pobieranie dodatkowego materiatu diagnostycznego
Jesli zatwierdzi to laboratorium diagnostyczne, do dodatkowego badania mozna pobieraé i przygotowywac
tkanki ryb inne niz tkanki, o ktérych mowa w pkt L.1.

IL. Szczegétowe metody i procedury diagnostyczne do celéw nadzoru i do celéw potwierdzenia lub wykluczenia
podejrzenia obecnosci ISA

Jesli, wykorzystujac metody diagnostyczne okreslone w zalaczniku I cze$¢ 3 sekcja II, przeprowadza si¢ badania
laboratoryjne w celu uzyskania lub utrzymania okre$lonego statusu zdrowotnego w odniesieniu do ISA, jak
okreslono w zalaczniku I czg$¢ 3 sekgja I, lub w celu potwierdzenia obecnosci ISA lub wykluczenia podejrzenia
obecnosci tej choroby zgodnie z art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE, stosuje si¢ szczegdlowe metody i
procedury okreslone ponizej w pkt IL.1-IL5.

I.1.  Analiza probek przy wykorzystaniu RT-PCR

Metoda diagnostyczng stosowang do celéw badan przesiewowych w odniesieniu do ISAV jest RT-qPCR. Jako ze
metoda RT-qPCR moze dawal rézne wyniki w zaleznosci od warunkéw, w jakich przeprowadza si¢ test, nalezy
zastosowa odpowiednie kontrole dodatnie i ujemne oraz amplikony w celu unikniecia wszelkich watpliwosci.

I.1.1.  Ekstrakcja catkowitego RNA

Wszelkie prace przy izolacji RNA wykonuje si¢ na lodzie przy uzyciu rekawiczek.
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Ekstrakgji catkowitego RNA dokonuje sig, stosujac metode fenolowo-chloroformowa lub kolumienkows zgodnie
ze wskazdéwkami producenta.

Oczyszczone RNA zawiesza si¢ ponownie w wodzie wolnej od RNaz (tj. wodzie poddanej dzialaniu 0,1 %
dietylodiweglanu).

Stezenie i czysto$¢ wyekstrahowanego RNA ocenia si¢ poprzez pomiar gestosci optycznej przy 260 nm i przy
280 nm. Alternatywng metodg moze by¢ uwzglednienie kontroli wewnetrznych w kierunku genomu wirusa, jak
opisano w pkt I1.1.3.

II.L1.2. RT-PCR do wykrywania ISAV

Do amplifikacji genomu ISAV stosowal mozna kilka metod RT-PCR. Mozna przeprowadzi¢ dwuetapowy
RT-qPCR, przy czym etapy reakcji RT i PCR przeprowadza si¢ w dwéch osobnych probéwkach. Mozna jednak
takze przeprowadzi¢ reakcje jednoetapows, w ktérej wspomniane dwie reakcje przeprowadza si¢ w jednej
probéwce. W miare mozliwosci stosowaé nalezy metode jednoetapowa ze wzgledu na to, Ze ogranicza do
minimum ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego, poniewaz nie dokonuje sie w niej transferu zawartosci, a przy
tym jest ona uznawana jest za réwnie czulg co metoda dwuetapowa.

Nalezy stosowaé startery i testy opisane w niniejszym punkcie, tj. pare starteréw ILA1 lub ILA2, ktére sg
nakierowane na segment 8 i ktore uznano za odpowiednie do wykrywania ISAV w ogniskach choroby i u ryb
bedacych zywicielami. Starter antysensowny ILA2 nie dziala w odniesieniu do izolatéw z Ameryki Péinocnej i
w takich przypadkach stosowal nalezy alternatywne zestawy starterow.

Starter sensowny (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3";
starter antysensowny (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3'.

Warunki reakgji: jeden cykl 30 minut w temperaturze 50 °C, 1 cykl 15 minut w temperaturze 94 °C, 40 cykli
30 sekund w temperaturze 94 °C, 30 sekund w temperaturze 55 °C, 60 sekund w temperaturze 72 °C; jeden
cykl 5 min w temperaturze 72 °C. Wielko§¢ produktu: 155 bp.

Wyniki PCR moga by¢ rézne w zaleznosci od warunkéw przeprowadzania testu — optymalizacji wymaga¢ moga
protokoly termiczne w zaleznosci od wykorzystywanego termocyklera. Ponadto wystapi¢ moga wyniki
falszywie dodatnie ze wzgledu na nieprawidtowe przylaczanie starteréw lub zanieczyszczenia w laboratorium.
Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy kazdej analizie. Mozna jednak wykorzysta¢ inne
wersje RT-PCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

I.1.3.  RT-gPCR do wykrywania ISAV

Dzigki stosowaniu RT-qPCR mozna zwigkszy¢ swoisto§¢ i prawdopodobnie takze czulo$é. Metoda ta jest
szybsza, poniewaz nie wymaga etapu elektroforezy w zelu, a ponadto ogranicza ona ryzyko zanieczyszczenia
krzyzowego, poniewaz mozliwe jest oszacowanie ilosci genomowego RNA wirusa w probdwce. Test RT-gPCR
ma te¢ wade, Ze czesto nie jest mozliwe sekwencjonowanie amplifikowanych produktéw. Jezeli jednak sg
watpliwosci co do swoistosci amplifikowanego produktu, nalezy przeprowadzi¢ kolejny test specyficzny dla
ISAV w celu sprawdzenia wyniku.

Stosuje si¢ opisany w niniejszym punkcie test nakierowany na segment 8. Test ten powinien obejmowac izolaty
z Unii Europejskiej, Europejskiego Stowarzyszenia Wolnego Handlu i Ameryki Pélnocnej. W miare mozliwosci
stosowaé nalezy metodg jednoetapowsa ze wzgledu na to, ze ogranicza do minimum ryzyko zanieczyszczenia
krzyzowego.

starter sensowny: 5'- CTACACAGCAGGATGCAGATGT -3';
starter antysensowny: 5'- CAGGATGCCGGAAGTCGAT -3';
i sonda: 5'-FAM- CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3'.

Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy kazdej analizie. Warunki reakcji: jeden cykl
30 minut w temperaturze 50 °C, jeden cykl 15 minut w temperaturze 95 °C, 40 cykli 15 sekund w
temperaturze 94 °C, 60 sekund w temperaturze 60 °C; w stosownych przypadkach dokonuje si¢ korekty.
Alternatywnie mozna wykorzysta¢ inne wersje RT-PCR lub RT-qPCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.
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.1.4. Sekwencjonowanie amplifikowanych produktéw PCR
Starter sensowny (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA -3';
starter antysensowny (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA -3".

Kontrole negatywne i kontrole dodatnie nalezy uwzgledni¢ przy kazdej analizie. Warunki reakcji (jednoetapowy
RT-PCR): jeden cykl 30 minut w temperaturze 50 °C, jeden cykl 15 minut w temperaturze 94 °C, 40 cykli
30 sekund w temperaturze 94 °C, 30 sekund w temperaturze 55 °C, 60 sekund w temperaturze 72 °C i jeden
cykl 5 minut w temperaturze 72 °C; w stosownych przypadkach dokonuje si¢ korekty. Alternatywnie mozna
wykorzysta¢ inne wersje RT-PCR lub RT-qPCR o sprawdzonej podobnej skutecznosci.

Alternatywnie mozna stosowa¢ nastgpujacg metode do sekwencjonowania HPR w segmencie 6:
starter sensowny: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3';

starter antysensowny: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3';.

Wielko$¢ produktu: 304 nt w przypadku HPRO.

Mozna réwniez stosowac testy RT-PCR o czulosci i swoisto$ci rOwnowaznej opisanemu tu testowi.

Przed sekwencjonowaniem czysto$¢ amplifikowanego produktu RT-PCR sprawdza si¢ za pomocg elektroforezy
w zelu. Jesli stwierdzi si¢ obecno$¢ jedynie jednego czystego fragmentu, powinien on zostaé oczyszczony
bezposrednio w wyniku reakcji PCR. Jesli wystepuje wiele fragmentéw amplifikowanych, interesujacy fragment
nalezy oczysci¢ za pomocy elektroforezy w zelu. Fragmenty PCR z roztwordw lub Zeli agarozowych oczyszcza
si¢ przy uzyciu kolumienek do fragmentéw PCR zgodnie z zaleceniami producenta.

Sekwencjonowanie przeprowadza si¢ przy uzyciu starteréw amplifikacji, a zadanie to zleca si¢ zewnetrznym
wyspecjalizowanym przedsigbiorstwom zajmujacym si¢ sekwencjonowaniem. Wyniki analizuje si¢ przy
wykorzystaniu narzedzia bioinformatycznego BLAST, a sekwencje poréwnuje si¢ z innymi znanymi
sekwencjami z bazy danych nukleotydéw prowadzonej przez Krajowe Centrum Informacji Biotechnicznej w
USA (NCBI).

Sekwencjonowanie powinno usungé wszelkie watpliwosci dotyczgce swoisto$ci amplifikowanego produktu RT-
PCR.

I.2.  Izolacja ISAV w liniach komérkowych
I.2.1. Przygotowanie probek

Tkanki mozna przechowywaé w temperaturze — 80 °C. Przed badaniem tkanki moga zostaé jeden raz
zamrozone i rozmrozone. Badanie do celéow nadzoru i kontroli przeprowadza si¢ w najwczesniejszym
mozliwym terminie.

Kazdg probke (tkanki laczone w roztworze transportowym) poddaje si¢ pelnej homogenizacji przy uzyciu
zwalidowanego homogenizatora, wiruje z predkoscia 2 000 to 4 000 x g przez 15 minut w temperaturze
0-6 °C, a supernatant filtruje si¢ (0,45 um) i inkubuje w réwnych objetosciach z odpowiednio rozcieficzonymi
faczonymi surowicami odpornosciowymi przeciwko rodzimym serotypom IPNV. Miano surowicy odpornos-
ciowej musi wynosi¢ przynajmniej 1:2 000 w teScie neutralizacji przy uzyciu plytek (50 %). Mieszaning
inkubuje si¢ przez godzing w temperaturze 15 °C, co stanowi¢ bedzie inokulum.

Poddanie calego inokulum dziataniu surowicy odpornosciowej przeciwko wirusowi zakaznej martwicy trzustki
(ktéry to wirus w niektorych czeSciach Europy wystepuje w 50 % probek ryb) ma zapobiec powstaniu efektu
cytopatycznego (CPE) spowodowanego rozwijaniem si¢ wirusa IPN w inokulowanych liniach komérkowych.
Obrébke takg mozna przeprowadzié w celu ograniczenia czasu trwania badan wirusologicznych oraz liczby
przypadkéw, w ktorych powstanie efektu cytopatycznego (CPE) prowadzitby do potencjalnego wskazania
podejrzenia obecnosci ISAV. Jesli probki pochodzg z jednostek produkeyjnych uznanych za wolne od choroby
w odniesieniu do IPN, mozna zaniecha¢ poddania inokulum dzialaniu surowicy odporno$ciowej przeciwko
wirusowi IPN.

.2.2. Inokulacja linii komdrkowych

Lini¢ komoérkowa pochodzacy z komoérek nerki lososia atlantyckiego (ASK) wykorzystuje si¢ jako podstawowg
do izolacji ISAV. Mozna stosowa¢ inne linie komérkowe o sprawdzonej skutecznosci i czutosci w odniesieniu
do izolowania ISAV, uwzgledniajac dostepnos¢ szczepu i zdolno§¢ réznych szczepéw do namnazania sie w
réznych liniach komérkowych. Linia komérkowa ASK jest odpowiednia do izolacji i hodowli dotychczas
znanych izolatéw wirusa, o ile stosuje si¢ niski poziom pasazowania. W linii komérkowej ASK moze wystapi¢
bardziej wyrazny efekt cytopatyczny niz w innych podatnych liniach komérkowych, takich jak SHK-1 (Salmon
head kidney-1).
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ASK (pasaz 65 lub nizszy) hoduje si¢ w podlozu L-15 zawierajacym 10 % plodowsg surowice bydleca, 2 % (vol:
vol) 200 mM L-glutaming i 0,08 % (vol:vol) 50 mM 2-merkaptoetanol w plytkach wielodotkowych. Zawiesing z
narzagdéw poddanych dzialaniu surowicy odpornosciowej inokuluje si¢ do miodych, aktywnie rosnacych linii
komérkowych tak, by osiagnaé ostateczne rozcienczenie materialu biologicznego w stosunku do podioza
wynoszace 1:1 000. W odniesieniu do kazdego organu do doltka zawierajacego 2 ml podloza dodaje si¢
zawiesing 40 pl inokulum. Aby ograniczy¢ do minimum ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego, dla prébek z
réznych miejsc gospodarstwa rybackiego nalezy stosowa¢ osobne plytki 12- lub 24-dotkowe.

Jednej plytki nie poddaje si¢ inokulacji, tak by sluzyta jako kontrola ujemna. Osobng plytke inokuluje si¢ w
sposob podany ponizej izolatem referencyjnym wirusa ISAV i stanowi ona kontrole dodatnig. 100 pl preparatu
wyjSciowego ISAV (minimalne miano 107 dawki zakaznej dla 50 % hodowli tkankowej (TCID50 ml- 1))
inokuluje si¢ do pierwszego dotka i miesza. Calg objgtos¢ materiatlu przenosi si¢ z pierwszego dotka do
drugiego i rozcieficza w stosunku 1:10 oraz miesza. Czynno$¢ t¢ powtarza si¢ na calej plytce, tak aby utworzyé
sze$¢ 10-krotnych rozcieniczen. Preparat wyjsciowy ISAV mozna przechowywal w temperaturze — 80 °C przez
co najmniej dwa lata, lecz po rozmrozeniu nalezy go zuzyé w ciagu trzech dni. Nalezy uwazaé, by zapobiec
zanieczyszczeniu krzyzowemu badanych plytek kontrola dodatnig. Aby unikngé takiego ryzyka, kontrole
dodatnie nalezy umiesci¢ i obchodzi¢ si¢ z nimi z dala od badanych plytek. Stosowanie przy kazdej inokulacji
kontroli dodatniej mozna zastapi¢ przeprowadzanym co sze$¢ miesigcy badaniem wrazliwosci ASK na izolaty
ISAV.

Probki inkubuje si¢ w temperaturze 15 + 2 °C przez okres do 15 dni. Linie komérkowe sprawdza si¢ za
pomoca mikroskopu pod katem wystapienia CPE dwukrotnie: miedzy 5 a 7 oraz miedzy 12 a 14 dniem od
inokulagji. Jezeli w ktérymkolwiek dolku plytki stwierdzi si¢ wystepowanie CPE, wszczynane sg niezwlocznie
procedury identyfikacji zgodnie z pkt 11.2.4. Jezeli do 14 dnia nie stwierdzi si¢ wystapienia CPE, przeprowadza
si¢ test immunofluorescencji posredniej (IFAT), hemadsorpcje lub RT-PCR.

11.2.3. Pasazowanie

Pasazowania dokonuje si¢ miedzy 13 a 15 dniem. Supernatant kultury dodaje si¢ do dotkéw w wielodotkowych
plytkach ze $wiezymi, aktywnie rosngcymi komérkami w odpowiednim rozcieficzeniu (1/10) i inkubuje w
temperaturze 14 £ 2 °C przez okres do 18 dni. Linie komérkowe sprawdza si¢ za pomoca mikroskopu pod
katem wystapienia CPE dwukrotnie: migdzy piatym a siédmym oraz migdzy 14 a 18 dniem od inokulacji. Jezeli
w ktérymkolwiek dotku plytki stwierdzi si¢ wystepowanie CPE, wszczynane sa niezwlocznie procedury identy-
fikacji zgodnie z pkt I1.2.4. Jezeli do 14-18 dnia nie stwierdzi si¢ wystgpienia CPE, przeprowadza si¢
hemadsorpcje lub test RT-PCR.

W przypadku wystapienia cytotoksycznosci w ciagu pierwszych siedmiu dni od inkubacji, pasazowania
dokonuje si¢ na tym etapie, a komorki inkubuje si¢ przez 14 do 18 dni i ponownie pasazuje, poddajac je
ponownie inkubacji przez 14 do 18 dni. W przypadku wystapienia cytotoksycznosci po siedmiu dniach,
pasazowania dokonuje si¢ raz, a komoérki inkubuje sig tak, aby calkowity okres inkubacji wynosit 28-36 dni od
pierwszej inokulacji.

Jezeli skazenie bakteryjne wystapi w pierwszej izolacji, badanie nalezy powtérzy¢ z zastosowaniem homogenatu
tkanki przechowywanego w temperaturze — 80 °C. Przed inokulacjg, homogenat odwirowuje si¢ z predkoscia
4 000 x g przez 15 do 30 minut i w temperaturze 0-6 °C, a supernatant filtruje si¢ przez filtr 0,22 pm. Jezeli
skazenie bakteryjne wystapi na etapie pasazowania, supernatant filtruje si¢ przez filtr 0,22 pm, inokuluje na
$wieze komorki i inkubuje przez kolejne 14 do 18 dni.

1.2.4. Testy identyfikacji wirusa

Jesli na jakimkolwiek etapie stwierdzono dowody na wystapienie CPE lub jesli test hemadsorpcji jest dodatni,
nalezy dokona¢ identyfikacji wirusa. Preferowanymi metodami stuzacymi identyfikacji ISAV sg RT-PCR zgodnie
z pkt IL.1 oraz test immunofluorescencji (IF) zgodnie z pkt I1.2.6. Jesli uwaza si¢ za mozliwg obecnos¢ innych
wiruséw, przeprowadzane s uzupelniajace testy identyfikacji wirusa. Jesli badania te nie doprowadzily do defini-
tywnego zidentyfikowania wirusa w ciggu tygodnia, supernatant przekazuje si¢ w celu natychmiastowej identy-
fikacji do:

a) laboratorium referencyjnego ds. ISA Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE), lub:

b) krajowego laboratorium referencyjnego lub laboratorium referencyjnego UE ds. chordb ryb, o ktérych mowa
w zalaczniku VI dyrektywy 2006/88/WE.

.2.5. Hemadsorpcja

Poniewaz replikacja ISAV w liniach komérkowych nie zawsze skutkuje CPE, kazdy dolek poddaje si¢ testowi RT-
PCR lub testowi hemadsorpcji zgodnie z niniejszym punktem, lub testowi IF zgodnie z pkt I1.2.6.
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Z kazdego dotka, w tym z dotkéw zawierajacych kontrole dodatnig i ujemna, nalezy usunaé podloze do linii
komérkowej i umiesci¢ w sterylnych probéwkach opatrzonych etykietami. Do kazdego dotka dodaje si¢ 500 pl
0,2 % (vol:vol) zawiesiny wyptukanych czerwonych krwinek krélika lub konia badz 0,05 % (vol:vol) zawiesiny
wyplukanych czerwonych krwinek pstraga teczowego lub lososia atlantyckiego i inkubuje w temperaturze
pokojowej przez 45 minut. Czerwone krwinki usuwa si¢, a kazdy dolek przemywa dwukrotnie podtozem L-15.
Kazdy dolek bada si¢ przy uzyciu mikroskopu.

Wystepowanie skupisk czerwonych krwinek przylegajacych do powierzchni ASK wskazuje na przypuszczalne
zakazenie ortomiksowirusem. Jezeli wynik testu hemadsorpcji jest dodatni, wykonuje si¢ niezwlocznie test
identyfikacji wirusa zgodnie z pkt I1.2.4.

11.2.6. Test immunofluorescencji (IF)

ASK (pasaz 65 lub nizszy) hoduje si¢ w podlozu L-15 zawierajagcym 10 % plodows surowice bydleca, 2 % (vol:
vol) 200 mM L-glutaming i 0,08 % (vol:vol) 50 mM 2-merkaptoetanol w plytkach wielodotkowych i stosuje
przy konfluencji wynoszacej ponad 50 %. Mozna uzy¢ innych linii komérkowych o sprawdzonej skutecznosci
lub innej pozywki o sprawdzonej skuteczno$ci. Do kazdego z dwdch dotkéw dodaje si¢ 225 pl zakazonego
wirusem supernatantu z linii komérkowej, miesza zawarto$¢ i przenosi 225 ul do dwéch kolejnych dotkéw, tj.
do rozcieficzenia 1:5. Dwoch dodatkowych dotkéow nie inokuluje sig, tak by stuzyly jako kontrole. Prébki z
kazdego miejsca gospodarstwa rybackiego poddaje si¢ obrébce na osobnych plytkach, co dotyczy takze kontroli
wirusa. Nalezy utworzy¢ kontrole wirusa przy wykorzystaniu izolatu referencyjnego wirusa ISAV.

Plytki inkubuje si¢ w temperaturze 14 + 2 °C i poddaje badaniom mikroskopowym przez okres do siedmiu dni.
Jesli stwierdzi si¢ wystapienie wczesnego CPE lub jesli nie stwierdzi si¢ wystgpienia CPE w ciggu 7 dni,
przystepuje si¢ do nastepnego etapu, ktorym jest utrwalanie. Dolki przemywa si¢ roztworem chlorku sodu
buforowanym fosforanami (PBS) i utrwala poprzez inkubacje z acetonem (80 %) przez 20 minut w
temperaturze pokojowej. Plytki osusza si¢ powietrzem i zabarwia natychmiast lub przechowuje przed
barwieniem w temperaturze 0—6 °C nie dtuzej niz przez 24 godziny.

Dotki do powtdrnej analizy barwi si¢ mieszaning przeciwcial monoklonalnych (MAb) 3H6F8 i 10C9F5
przeciwko ISAV lub innego MAb o sprawdzonej skuteczno$ci i swoistodci, rozcieficzonego w PBS i
inkubowanego przez 30 minut w temperaturze 37 * 4 °C. MAb usuwa sig, a plytki przemywa trzykrotnie przy
uzyciu 0,05 % Tween 20 w PBS. Do kazdego dotka dodaje si¢ rozpuszczony w PBS koniugat przeciwciala
mysiego anty-IgG i izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC) oraz inkubuje przez 30 minut w temperaturze 37 *
4 °C. W kazdym laboratorium optymalizuje si¢ rozcieficzenia réznych serii koniugatu MAb i FITC. Przeciwciala
usuwa si¢, a plytki przemywa trzykrotnie przy uzyciu 0,05 % Tween 20 w PBS.

Dolki niezwlocznie poddaje si¢ badaniu przy pomocy mikroskopu odwréconego nastawionego na fluores-
cencyjne badanie mikroskopowe z zastosowaniem odpowiedniego filtra do wzbudzenia FITC. Wynik badania
uwaza si¢ za dodatni, jesli zaobserwowano komorki fluoryzujace. Badanie jest wazne, jedli kontrole dodatnie
daly wynik dodatni, a kontrole ujemne — wynik ujemny.

I.3.  Badanie innych tkanek
Technike, o ktérej mowa w pkt I1.2.6, mozna zastosowaé do innych tkanek ryb, takich jak watroba, $ledziona i
serce, o ile mozliwe jest umieszczenie na szkietku rozsadnej ilosci komoérek $rédblonka, leukocytéw lub
limfocytéw. Procedura barwienia pozostaje niezmienna dla kazdej tkanki, cho¢ w przypadku niektérych tkanek
moze by¢ wskazane, by poming¢ barwienie jodkiem propidyny i polega¢ na kontrascie fazowym w celu identy-
fikacji rodzajéw komorek obecnych w odcisku.

Il.4.  Histologia:
Skrawki w parafinie mozna pocig¢ na 5 pm i zabarwi¢ przy uzyciu hematoksyliny i eozyny.
Zmiany histologiczne u klinicznie chorego lososia atlantyckiego sg rézne, ale mogg obejmowac:

a) liczne erytrocyty w centralnej zatoce Zylnej oraz blaszkowatych naczyniach wlosowatych skrzeli, gdzie takze
mogg powstawacl skrzepliny z erytrocytéw;

b) wybroczyny, od wieloogniskowych po zlewajace si¢, lub martwica hepatocytéw, wystepujace osobno lub
razem w pewnym oddaleniu od wigkszych naczyn w watrobie; wieloogniskowe nagromadzenie erytrocytéw
w rozszerzonych sinusoidach watroby;
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¢) nagromadzenie erytrocytéw w naczyniach krwionosnych blaszki wlasciwej blony Sluzowej jelit i w rezultacie
krwotok w obrebie blaszki whasciwej;

d) nabrzmienie warstwy podskérnej §ledziony spowodowane nagromadzeniem erytrocytéw;

e) krwotoki §rodmigzszowe, od lekko wieloogniskowych po rozlegle rozlane, z martwica kanalikéw nerkowych
w obszarach dotknietych krwotokiem, nagromadzenia erytrocytéw w kiebuszkach nerkowych;

f) erytrofagocytoza w §ledzionie i wtorne krwotoki w watrobie i nerkach.

Immunohistochemia (IHC)

Na skrawkach parafinowych z tkanek utrwalonych w formalinie stosuje si¢ przeciwcialo poliklonalne przeciwko
nukleoproteinie ISAV. Badane organy to nerka — czg$¢ Srodkowa i serce (obszar tranzytowy obejmujacy
wszystkie trzy komory i zastawki). Przypadki podejrzane ze wzgledu na oznaki patologiczne sprawdza si¢ za
pomoca dodatniego IHC. Skrawki histologiczne przygotowuje si¢ zgodnie z metodami standardowymi.

1) Przygotowanie skrawkow tkanek

Tkanki utrwala si¢ przez przynajmniej jeden dzien w neutralnej formalinie 10 % buforowanej fosforanami,
odwadnia w stopniowanych rozcieficzeniach etanolu, oczyszcza w ksylenie i umieszcza w parafinie, zgodnie
z protokolami standardowymi. Skrawki o grubosci okoto 5 pym (w przypadku IHC umieszczonego na
szkielku pokrytym poli-L-lizyng) podgrzewa si¢ przez 20 minut w temperaturze 56 do 58 °C (maksymalnie
60 °C), poddaje odparafinowaniu w ksylenie, uwadnia za pomocg stopniowanych rozcieficzeni etanolu i
barwi hematoksyling i eozyng do celéw patomorfologii i IHC zgodnie z pkt 2.

2) Procedura barwienia do IHC

Wszystkie inkubacje przeprowadza si¢ w temperaturze pokojowej na platformie rotacyjnej, o ile w niniejszej
decyzji nie przewidziano inaczej:

a) wykrywania antygenéw dokonuje si¢, gotujac skrawki w 0,1 M buforu cytrynianowego o pH 6,0 przez
2 x 6 minut, a nastepnie blokujgc za pomocg 5 % mleka odtluszczonego w proszku i 2 % surowicy
koziej w 50 mM TBS (TBS; Tris/HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) przez 20 minut;

b) skrawki inkubuje si¢ przez noc z przeciwcialem pierwszorzedowym (monospecyficzne przeciwciato
krolicze przeciwko nukleoproteinie ISAV) rozcieniczonym w TBS z 1 % mleka odtluszczonego w proszku,
przemywa trzykrotnie w TBS z 0,1 % Tween 20;

¢) w celu wykrycia przeciwcial zwigzanych skrawki inkubuje si¢ przez 60 minut ze skoniugowanymi z
fosfatazg alkaliczng przeciwciatlami przeciwko kroliczej IgG. Po ostatecznym przemyciu dodaje si¢ Fast
Red. (1 mg ml ") i fosforan naftolu AS-MX (0,2 mg ml-!) z 1 mM lewamizol w 0,1 M TBS (pH 8,2) i
pozostawia na 20 minut w celu rozwinigcia. Nastgpnie skrawki przemywa si¢ w wodzie wodociggowej
przed barwieniem kontrastowym za pomoca hematoksyliny Harrisa i osadza w wodnym medium
zamykajacym. Kazda analiza powinna obejmowa¢ skrawki tkanek ISAV-dodatnich i ISAV-ujemnych.

3) Interpretacja wynikow IHC
Wiyniki interpretuje si¢ zgodnie z lit. a) i b):

a) skrawki kontrolne uznaje si¢ za dodatnie, je$li stwierdzono, ze wystepuje w nich wyraznie widoczne
czerwono zabarwione (czerwonawe), cytoplazmatyczne i wewnatrzjgdrowe zabarwienie komorek
$rédblonka w naczyniach krwiono$nych wsierdzia. Skrawek wchodzacy w sklad badanej prébki uznaje
sie za dodatni jedynie w przypadku, gdy stwierdzono wystgpienie takiego wyraZnego, czerwonego,
wewnatrzjgdrowego zabarwienia komoérek srodblonka;

b) skrawki kontrolne uznaje si¢ za ujemne, jesli nie wykazujg Zadnych znaczacych reakcji barwnych.

Poniewaz lokalizacja wewnatrzjadrowa jest szczegdlna dla nukleoproteiny ortomiksowirusa na etapie
replikacji wirusa, a czesto dominuje réwnoczesne zabarwienie cytoplazmatyczne, zabarwienia cytoplazma-
tyczne i inne zabarwienia bez lokalizacji wewnatrzjadrowej uznaje si¢ za niespecyficzne i nierozstrzygajace.
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Najsilniejsze dodatnie reakcje barwne otrzymuje si¢ zazwyczaj w komorkach $rédblonka serca i nerek.
Reakcje barwne w obrebie bardzo rozleglych uszkodzen krwotocznych mogg by¢ lekkie lub nie wystgpowaé
wecale, co wynika zapewne z lizy zakazonych komérek §rodblonka.

CZESC 4

SZCZEGOLOWE METODY 1 PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE DO CELOW NADZORU I POTWIERDZENIA W
ODNIESIENIU DO INWAZJI WYWOLANE] PRZEZ MARTEILIA REFRINGENS

L Szczegétowe metody i procedury diagnostyczne do celéw nadzoru i potwierdzenia w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens

Jesli, wykorzystujac metody diagnostyczne okreslone w zalaczniku I czg$¢ 4 sekcja II, przeprowadza sig
pobieranie prébek i badania laboratoryjne w celu uzyskania lub utrzymania statusu zdrowotnego w odniesieniu
do inwazji wywolanej przez Marteilia refringens, jak okreSlono w zalaczniku I cze$¢ 4 sekcja I, lub w celu
potwierdzenia obecnosci tej choroby lub wykluczenia podejrzenia jej obecnosci zgodnie z art. 57 lit. b)
dyrektywy 2006/88|WE, stosuje si¢ szczegbtowe metody i procedury diagnostyczne okre§lone w pkt 1.1, 1.2 i
L3.

L1. Procedura pobierania probek

Do préby pobiera si¢ przede wszystkim pojedyncze migczaki z rozchylong muszlg lub §wiezo $nigte, co ma na
celu zwigkszenie szansy znalezienia zwierzat z inwazjg.

Po pobraniu do préby ostrygi lub malze przetrzymuje si¢ w temperaturze 4 °C lub schfodzone lodem przez nie
dluzej niz 24 godziny, jesli proba obejmuje migczaki z rozchylong muszly, a jesli proba nie obejmuje takich
migczakéw — nie dluzej niz 72 godziny, w torbie plastikowej opatrzonej etykieta zawierajaca szczeg6lowe
informacje o rodzaju i pochodzeniu ostryg lub malz. Mieczaki z rozchylong muszla lub $wiezo $nigte
przetrzymuje si¢ oddzielnie w stosunku do pozostalych migczakéw.

Do diagnozowania Marteilia refringens przy wykorzystaniu histologii wykorzystuje si¢ skrawek tkanek o grubosci
3 do 5 mm obejmujgcy tkanke skrzeli i serca. Do niektérych badan, w tym do odciskéw i tancuchowej reakeji
polimerazy (PCR), wykorzystuje si¢ fragment gruczotu trawiennego.

1.2. Techniki mikroskopowe
[.2.1.  Cytologia (cytologia odciskowa)

Po osuszeniu tkanek gruczolu trawiennego na papierze higroskopijnym dokonuje si¢ kilku odciskéw na
szklanym szkietku mikroskopowym. Szkietka mikroskopowe po wyschnigciu w powietrzu utrwalane sg w
metanolu lub w etanolu absolutnym i barwione przy uzyciu dostgpnego komercyjnie zestawu do barwienia
krwi, takiego jak Diff-Quik®/Hemacolor®, zgodnie z zaleceniami producenta. Po przeptukaniu w wodzie
wodociggowej i osuszeniu szkietka mikroskopowego umocowuje si¢ na nim szkielko nakrywkowe przy uzyciu
odpowiedniej zZywicy syntetycznej. Szkietka mikroskopowe obserwuje si¢ najpierw przy powigkszeniu x 200 a
nastepnie, w olejku imersyjnym, przy powigkszeniu x 1 000.

Wynik dodatni uzyskuje sig¢, jesli zaobserwuje si¢ komérki o wielkosci w przedziale 30 — 40 pm. Cytoplazma
zabarwia si¢ zasadochlonnie, podczas gdy jadro komoérkowe zabarwia si¢ kwasochlonnie. Obserwowane sa
jadniejsze przebarwienia wokot duzych, silnie zabarwionych ziarnistosci, a w wigkszych komoérkach
obserwowane s3 komorki utozone wewngtrz komérek

Technika ta nie jest specyficzna gatunkowo dla pasozytéw.

1.2.2.  Histologia:

Skrawki tkanek obejmujace skrzela, gruczol trawienny, plaszcz i gonady utrwala si¢ przez przynajmniej
24 godziny w utrwalaczu Davidsona, po czym wykonuje si¢ standardowe badanie histologiczne technika
parafinowg oraz barwienie, np. przy wykorzystaniu hematoksyliny i eozyny. Obserwacje prowadzi si¢ przy
zwigkszajacych si¢ powigkszeniach do x 1 000.

Wynik dodatni uzyskuje sig, jesli zaobserwuje si¢ komérki o wielkosci w przedziale od 4 do 40 pm. We
wezesnych fazach wystepuja komorki wielojadrowe, sferyczne i wydluzone. Ich obecno$é stwierdzi¢ mozna
gléwnie w nablonku przelyku i zoladka, a czasami w wyrostkach wargowych. Sporulacja polega na podziale
komorek w komoérkach i odbywa si¢ w kanalikach i przewodach gruczolu trawiennego. Spory pojawiaja si¢ w
trakcie sporulacji, ale nie obserwuje si¢ ich we wczesnych etapach. W pdznych fazach zakazenia w $wietle
przewodu pokarmowego wystepuja sporogonie (plazmodia) poza komérkami. Cytoplazma zabarwia si¢ zasado-
chlonnie, podczas gdy jadro komoérkowe zabarwia si¢ kwasochtonnie. Spory majg barwe od ciemnopomarani-
czowej do ciemnoczerwone;.

Technika ta nie jest specyficzna gatunkowo dla pasozytéw.
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I.3. Techniki molekularne
1.3.1.  Ekstrakcja DNA

Ekstrakcji DNA dokonuje si¢ zgodnie z procedurami standardowymi.

Mozna stosowa¢ dostepne komercyjnie zestawy do ekstrakcji DNA, dzigki ktérym zazwyczaj uzyskuje si¢ DNA
wysokiej jakosci nadajace si¢ do wykorzystania w ramach protokoléw PCR opisanych w pkt 1.3.2.

.3.2.  tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Opracowano i opublikowano kilka protokotéw PCR.

Nalezy stosowal startery PCR nakierowane na obszar wewnetrznej transkrybowanej sekwencji rozdzielajacej
(ITS1), poniewaz lepiej nadajg si¢ one do amplifikacji wylacznie M. refringens.

PCR przeprowadza si¢ w objetosci 50 pl. Mieszaniny PCR powinny zawiera¢ bufor (500 mM KCl, 100 mM Tris|
HCl [pH 9,0 w temperaturze 25 °C] oraz 1 % Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP mix, 1 uM
starteréw sensownych i antysensownych, 0,02 jednostki pl-* polimerazy Taq oraz 10 do100 ng ekstrahowanego
DNA. Po denaturacji DNA w temperaturze 94 °C przez pie¢ minut, przeprowadza si¢ 30 cykli w nastepujacy
sposob: denaturacja w temperaturze 94 °C przez minutg, przylaczanie w temperaturze 55 °C przez minutg oraz
wydluzanie w temperaturze 72 °C przez minutg¢ na kilo par zasad. Przeprowadza si¢ etap ostatecznego
wydluzania przez 10 minut w temperaturze 72 °C. W celu wykrycia M. refringens przeprowadza si¢ PCR z
wykorzystaniem starteréw nakierowanych na obszar ITS1 (5'-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3" oraz 5'-
CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3').

Kontrole dodatnie skfadajg si¢ z genomowego DNA pochodzgcego od zywiciela z wysokg inwazjg lub z
plazmidowego DNA z uwzglednieniem obszaru, na ktéry nakierowane jest badanie.

Kontrole ujemne skladaja si¢ z genomowego DNA od wolnych od inwazji zywicieli oraz odczynnikéw PCR
niezawierajacych DNA, na ktére nakierowane jest badanie.

Wynikiem dodatnim jest dodatnia amplifikacja PCR przy oczekiwanej wielkosci (412 bp), przy czym wszystkie
kontrole ujemne sg ujemne, a wszystkie kontrole dodatnie — dodatnie.

1.3.3.  Hybrydyzacja in situ (ISH)

Opracowano i opublikowano kilka protokoléw ISH.

Stosuje si¢ sonde nakierowang na SSU kompleksu genowego rRNA, poniewaz sonde te zwalidowano pod katem
histologii.

Skrawki tkanek obejmujace skrzela i gruczoly trawienne utrwala si¢ przez przynajmniej 24 godziny w
utrwalaczu Davidsona, po czym wykonuje si¢ standardowe badanie histologiczne technika parafinows. Pociete
skrawki o grubosci 5 pm i umieszcza na szkielkach mikroskopowych powleczonych silanem aminoalkilowym i
ogrzewa przez noc w temperaturze 40 °C. Skrawki poddaje si¢ odparafinowaniu poprzez zanurzanie w ksylenie
przez 10 minut. Krok ten powtarza si¢ jeden raz, a nastgpnie eliminuje si¢ rozpuszczalnik poprzez zanurzanie
w etanolu absolutnym w dwdch nastgpujacych po sobie kapielach po 10 minut kazda. Skrawki odwadnia si¢
poprzez zanurzenie w stopniowanych rozcieficzeniach etanolu. Skrawki poddaje si¢ przez 30 minut dzialaniu
proteinazy K (100 pg ml-1) w buforze TE (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]) w temperaturze 37 °C. Szkietka
mikroskopowe odwadnia si¢ poprzez zanurzenie w stopniowanych rozcieficzeniach etanolu i nastgpne
osuszenie w powietrzu. Skrawki inkubuje si¢ w 100 pl buforu hybrydyzacyjnego (4 x SSC [roztwor soli fizjolo-
gicznej z cytrynianem sodu], 50 % formamid, 1 x roztwér Denhardta, 250 pg ml- ' tRNA z drozdzy, 10 %
siarczan dekstranu) zawierajacego 10 ng (1 pl odczynnikéw PCR przygotowanych zgodnie z opisem w pkt 1.3.2
przy wykorzystaniu starteréw CCG-GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG i TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC) préby
znakowanej digoksygening. Skrawki pokrywa si¢ plastikowymi szkielkami nakrywkowymi do in situ i umieszcza
na pie¢ minut na bloku grzejnym ustawionym na temperature 95 °C. Skrawki schladza si¢ nastepnie na lodzie
przez minut¢ przed hybrydyzacja przez noc w temperaturze 42 °C w komorze klimatycznej. Skrawki przemywa
si¢ dwukrotnie przez pig¢ minut w temperaturze pokojowej w 2 x SSC oraz jednokrotnie przez 10 minut w
temperaturze 42 °C w 0,4 x SSC. Etapy wykrywania przeprowadza si¢ zgodnie z zaleceniami producenta.
Szkietka mikroskopowe przeplukuje si¢ nastepnie w sterylnej wodzie destylowanej (dH,0). Skrawki poddaje si¢
barwieniu kontrastowemu przy uzyciu barwnika Bismarck Brown Yellow i przeplukuje w dH,0, a szkietka
nakrywkowe naklada si¢ za pomocg wodnego medium zamykajacego.

Kontrole, odpowiednio, ujemne i dodatnie stanowig skrawki pochodzace od zywicieli, o ktérych wiadomo, ze sa
zainfekowani i wolni od inwazji.
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Wynikiem dodatnim jest fioletowo-czarne zabarwienie komérek M. refringens pochodzacych z tkanek, o ktérych
wiadomo, ze s3 tkankami docelowymi, przy czym wszystkie kontrole ujemne s3 ujemne, a wszystkie kontrole
dodatnie — dodatnie.

1.3.4.  Sekwencjonowanie

Przeprowadzenie sekwencjonowania stanowi jeden z koficowych etapéw diagnostyki potwierdzajacej.
Obszarami, na ktére nakierowane sg badania, s3 SSU rDNA i ITS1.

1. Szczegétowe metody i procedury diagnostyczne do celéw nadzoru i potwierdzenia w odniesieniu do inwazji
wywolanej przez Marteilia refringens

Metody diagnostyczne i odpowiadajace im procedury stosowane do celéw programéw nadzoru oraz w celu
potwierdzenia obecnosci inwazji wywolanej przez Marteilia refringens lub wykluczenia podejrzenia obecnosci tej
choroby ujetej w wykazie, zgodnie z wymogami okreslonymi w zalgczniku I cze$¢ 4 sekcja II, powinny byé
zgodne z wytycznymi zawartymi w tabeli 4.1:

Tabela 4.1.

Wytyczne w odniesieniu do metod diagnostycznych stosowanych do celéw programéw nadzoru oraz
w celu potwierdzenia lub wykluczenia inwazji wywolanej przez Marteilia refringens

Metoda Nadzél;(;l;i;runko— Diagnoza wstepna Diagnozaj e{)C(e)ltwierdza-
Odciski gruczolu trawiennego X X X, lub
Histopatologia X X, lub
Hybrydyzacja in situ X, oraz
PCR X X X, oraz
Sekwencjonowanie X

CZESC 5

SZCZEGOLOWE METODY 1 PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE DO CELOW NADZORU I POTWIERDZENIA W
ODNIESIENIU DO INWAZ]JI WYWOLANE] PRZEZ BONAMIA OSTREAE

L Procedury diagnostyczne w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae

Jesli, wykorzystujgc metody diagnostyczne okre$lone w zalgczniku I cze$¢ 5 sekcja II, przeprowadza si¢ badania
laboratoryjne w celu uzyskania lub utrzymania statusu zdrowotnego w odniesieniu do Bonamia ostreae, jak
okreslono w zalagczniku 1 cze$¢ 5 sekcja I, lub w celu potwierdzenia obecnosci lub wykluczenia podejrzenia
obecnosci tej choroby zgodnie z art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88/WE, stosuje si¢ szczegblowe metody i
procedury diagnostyczne okre$lone ponizej w pkt 1.1, 1.2 1 L.3.

L1. Proces pobieranie probek

Do préby pobiera si¢ przede wszystkim pojedyncze migczaki z rozchylong muszlg lub $wiezo $nigte, co ma na
celu zwigkszenie szansy znalezienia zwierzat z inwazjg.

Po pobraniu do proby ostrygi przetrzymuje si¢ w temperaturze 4 °C lub schlodzone lodem przez nie dtuzej niz
24 godziny, jesli proba obejmuje migczaki z rozchylong muszl, a jesli proba nie obejmuje takich migczakéw
— 72 godziny, w torbie plastikowej opatrzonej etykieta zawierajaca szczegblowe informacje o rodzaju i
pochodzeniu ostryg. Migczaki z rozchylong muszlg lub $wiezo $nigte przetrzymuje si¢ oddzielnie w stosunku
do pozostalych migczakéw.

Do diagnozowania Bonamia ostreae przy wykorzystaniu histologii wykorzystuje si¢ skrawek tkanek o grubosci 3
do 5 mm obejmujacy tkanke skrzeli i serca. Do niektérych badan, w tym do odciskéw i lancuchowej reakcji
polimerazy (PCR), wykorzystuje si¢ fragment gruczotu trawiennego.
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1.2. Techniki mikroskopowe
1.2.1.  Cytologia (cytologia odciskowa)

Po osuszeniu tkanek skrzeli lub serca na papierze higroskopijnym dokonuje si¢ kilku odciskow na szklanym
szkietku mikroskopowym. Szkietka mikroskopowe po wyschnieciu w powietrzu utrwalane s3 w metanolu lub w
etanolu absolutnym i barwione przy uzyciu dostgpnego komercyjnie zestawu do barwienia krwi (mianowicie
takiego jak Diff- Quik®/Hemacolor®), zgodnie z zaleceniami producenta. Po przeplukaniu w wodzie
wodociggowej i osuszeniu szkietka mikroskopowego umocowuje si¢ na nim szkietko nakrywkowe przy uzyciu
odpowiedniej zywicy syntetycznej. Szkietka mikroskopowe obserwuje si¢ najpierw przy powigkszeniu x 200 a
nastepnie, w olejku imersyjnym, przy powigkszeniu x 1 000.

Wynikiem dodatnim jest obecno$¢ w hemocytach malych organizméw o ksztalcie kulistym lub owalnym (o
szeroko$ci od 2 do 5 pm). Pasozyt moze jednak takze wystepowaé pozakomérkowo. Organizmy wykazujg
cytoplazme zasadochlonng i kwasochlonne jadro komoérkowe (w zaleznosci od barwnika kolory moga sie
r6zni) oraz — ze wzgledu na rozmazanie na szkietku mikroskopowym — w preparatach odciskowych moga
wydawacé si¢ wigksze niz w badaniu histologicznym. Moga wystepowaé komérki wielojadrowe. Technika ta nie
jest specyficzna gatunkowo dla pasozytéw.

1.2.2.  Histologia:

Skrawki tkanek obejmujgce skrzela i gruczol trawienny utrwala si¢ przez okres przynajmniej 24 godzin w
utrwalaczu Davidsona, po czym wykonuje si¢ standardowe badanie histologiczne technikg parafinows oraz
barwienie, np. przy wykorzystaniu hematoksyliny i eozyny. Obserwacje prowadzi si¢ przy zwigkszajacych si¢
powigkszeniach do x 1 000.

Wynikiem dodatnim jest obecnos¢ pasozytéw w hemocytach w postaci bardzo malych komérek o szerokosci 2
to 5 pm lub poza komérkami w tkance tacznej lub zatokach skrzeli, przewodu pokarmowego i nabtonka
plaszcza, ktorej to obecnosci czesto towarzyszy intensywna reakcja zapalna. W celu unikniecia wszelkich
watpliwosci do diagnozy dodatniej wymagane jest zaobserwowanie pasozyta wewnatrz hemocytu. Technika ta
nie jest specyficzna gatunkowo dla pasozytow.

L3. Techniki molekularne
1.3.1.  Ekstrakcja DNA

Ekstrakcji DNA dokonuje si¢ zgodnie z procedurami standardowymi.

Mozna stosowa¢ dostepne komercyjnie zestawy do ekstrakcji DNA, dzigki ktérym zazwyczaj uzyskuje si¢ DNA
wysokiej jakosci nadajace si¢ do wykorzystania w ramach protokotéw PCR opisanych ponizej.

.3.2.  Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)
Opracowano i opublikowano kilka protokotéw PCR.
Mozna stosowaé dwa protokoly PCR nakierowane na malg podjednostke (SSU) rDNA:

a) pierwszym z nich jest konwencjonalne PCR amplifikujace kilka organizméw nalezgcych do typu Haplos-
poridia, w tym Bonamia spp. Starterami o nazwie Bo i Boas sa odpowiednio 5'-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-
GCC-GC-3' i 5'-CTG-ATC-GTC-TTC-GAT-CCC-CC-3’, ktére amplifikujg produkt o wielkoSci 300 bp.
Mieszaniny PCR zawieraja bufor (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCl [pH 9,0 w temperaturze 25 °C] oraz 1 %
Triton® X-100), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP mix, 1 uM starteréw sensownych i antysensownych, 0,02
jednostki pl-1 polimerazy Taq oraz 0,2 ng pl-1 matrycy DNA w objetosci catkowitej wynoszacej 50 pl.
Prébki denaturuje si¢ w termocyklerze przez pig¢ minut w temperaturze 94 °C, a nastepnie poddaje 30
cyklom (94 °C przez jedng minute, 55 °C przez jedng minute, 72 °C przez jedng minute), po czym dokonuje
si¢ koncowego wydtuzania przez 10 minut w temperaturze 72 °C.

Kontrole dodatnie skladaja si¢ z genomowego DNA pochodzacego od zywiciela z wysokg inwazjg lub z
plazmidowego DNA z uwzglednieniem obszaru, na ktéry nakierowane jest badanie.

Kontrole ujemne skladajg si¢ z genomowego DNA od wolnych od inwazji zywicieli oraz odczynnikéw PCR
niezawierajacych DNA, na ktére nakierowane jest badanie.

Wynikiem dodatnim jest dodatnia amplifikacja PCR przy oczekiwanej wielkosci (tj. 300 bp), przy czym
wszystkie kontrole ujemne s ujemne, a wszystkie kontrole dodatnie — dodatnie.
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b) drugim protokotem PCR jest test PCR w czasie rzeczywistym SYBR® Green. Pozwala on na specyficzne
wykrycie B. ostreae (opisano nizej) i moze zostaé polaczony z testem PCR w czasie rzeczywistym SYBR®
Green pozwalajacym na specyficzne wykrycie B. exitiosa (Ramilo i in. 2013).

Startery BOSTRE-F (5'- TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3") i BOSTRE-R (5'- TCGCGGTTGAATTTTATCGT-3')
amplifikujg produkt o wielkosci 208 bp. Mieszaniny PCR zawierajg SYBR® Green Master Mix (1X), 0,3 uM
starterow sensownych i antysensownych oraz 200 ng ekstrahowanego DNA. Prébki denaturuje si¢ w
systemie detekcji w czasie rzeczywistym przez 10 minut w temperaturze 95 °C, po czym poddaje 35 cyklom
(95 °C przez 30 sekund, 55 °C przez 45 sekund i 72 °C przez jedng minute). Przeprowadza sie analize
krzywej topnienia przy temperaturze podwyzszanej o 0,5 °C/s z wyjsciowego poziomu 55 °C do koficowego
poziomu 95 °C, rejestrujac fluorescencje kazdej zmiany temperatury.

Kontrole dodatnie skladajg si¢ z genomowego DNA pochodzacego od zywiciela z wysokg inwazjg lub z
plazmidowego DNA z uwzglednieniem obszaru, na ktéry nakierowane jest badanie.

Kontrole ujemne skladajg si¢ z genomowego DNA od wolnych od inwazji zywicieli oraz odczynnikéw PCR
niezawierajacych DNA, na ktére nakierowane jest badanie.

Wynikiem dodatnim jest dodatnia amplifikacia PCR z pojedynczym pikiem temperatury topnienia
(78,25 £ 0,25 °C w warunkach opublikowanych w Ramilo i in. 2013), przy czym wszystkie kontrole ujemne
sa ujemne, a wszystkie kontrole dodatnie — dodatnie.

1.3.3.  Hybrydyzacja in situ (ISH)

Opracowano i opublikowano kilka protokoléw ISH.

Stosuje si¢ sonde¢ nakierowang na SSU kompleksu genowego rDNA, cho¢ sonda ta wykazala reakcje krzyzows z
niektérymi organizmami nalezgcymi do rodziny Haplosporidia.

Skrawki tkanek obejmujace skrzela i gruczoly trawienne utrwala si¢ przez okres przynajmniej 24 godzin w
utrwalaczu Davidsona, po czym wykonuje si¢ standardowe badanie histologiczne technika parafinows. Pocigte
skrawki o grubosci 5 pm i umieszcza na szkielkach mikroskopowych powleczonych silanem aminoalkilowym i
ogrzewa przez noc w temperaturze 40 °C. Skrawki poddaje si¢ odparafinowaniu poprzez zanurzanie w ksylenie
przez 10 minut. Krok ten powtarza si¢ jeden raz, a nastgpnie eliminuje si¢ rozpuszczalnik poprzez zanurzanie
w etanolu absolutnym w dwdch nastgpujacych po sobie kapielach po 10 minut kazda. Skrawki odwadnia si¢
poprzez zanurzenie w stopniowanych rozcieficzeniach etanolu. Skrawki poddaje si¢ przez 30 minut dzialaniu
proteinazy K (100 pg ml-1) w buforze TE (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]) w temperaturze 37 °C. Szkietka
mikroskopowe odwadnia si¢ poprzez zanurzenie w stopniowanych rozcieficzeniach etanolu i nastgpne
osuszenie w powietrzu. Skrawki inkubuje si¢ w 100 pl buforu hybrydyzacyjnego (4 x SSC [roztwor soli fizjolo-
gicznej z cytrynianem sodu], 50 % formamid, 1 x roztwér Denhardta, 250 ug ml- ' tRNA z drozdzy, 10 %
siarczan dekstranu) zawierajacego 20 ng (2 pl reakcji PCR przygotowanej zgodnie z opisem w pkt 1.3.2 przy
wykorzystaniu starter6w Bo i Boas) préby znakowanej digoksygening. Skrawki pokrywa si¢ plastikowymi
szkielkami nakrywkowymi do in situ i umieszcza na pig¢ minut na bloku grzejnym ustawionym na temperature
95 °C. Skrawki schladza si¢ nastepnie na lodzie przez minute przed hybrydyzacja przez noc w temperaturze
42 °C w komorze klimatycznej. Skrawki przemywa si¢ dwukrotnie przez pigé minut w temperaturze pokojowej
w 2 x SSC oraz jednokrotnie przez 10 minut w temperaturze 42 °C w 0,4 x SSC. Etapy wykrywania
przeprowadza si¢ zgodnie z zaleceniami producenta. Szkietka mikroskopowe przeplukuje si¢ nastgpnie w
sterylnej wodzie destylowanej (dH,0). Skrawki poddaje si¢ barwieniu kontrastowemu przy uzyciu barwnika
Bismarck Brown Yellow i przeptukuje w dH,O, a szkietka nakrywkowe naklada si¢ za pomoca wodnego
medium zamykajacego.

Kontrole, odpowiednio, ujemne i dodatnie stanowig skrawki pochodzgce od zywicieli, o ktérych wiadomo, ze sg
zainfekowani i wolni od inwazji.

Wynik dodatni powinien odpowiadaé¢ znakowanym pasozytom w hemocytach, przy czym wszystkie kontrole
ujemne sg ujemne, a wszystkie kontrole dodatnie — dodatnie.

1.3.4. Sekwencjonowanie

Przeprowadzenie sekwencjonowania stanowi jeden z koficowych etapéw diagnostyki potwierdzajacej.
Obszarami, na ktore nakierowane sg badania, s3 SSU rDNA i ITS1.
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Procedury diagnostyczne do celéw nadzoru i potwierdzenia w odniesieniu do inwazji wywolanej przez Bonamia
ostreae

Metody diagnostyczne i odpowiadajace im procedury stosowane do celéw nadzoru oraz w celu potwierdzenia
inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae lub wykluczenia podejrzenia takiego zakazenia, zgodnie z wymogami
okreslonymi w zalaczniku I cze$¢ 5 sekcja II, powinny by¢ zgodne z wytycznymi zawartymi w ponizszej
tabeli 5.1:

Tabela 5.1.

Wytyczne w odniesieniu do metod diagnostycznych stosowanych do celéw programéw nadzoru oraz
w celu wykluczenia lub potwierdzenia inwazji wywolanej przez Bonamia ostreae

Metoda Nadzérw L;l;i;runko- Diagnoza wstepna Diagnozaj g;twierdza-
Odciski serca i skrzeli X X X, lub
Histopatologia X X, lub
Hybrydyzacja in situ X, oraz
PCR X X X, oraz
Sekwencjonowanie X
CZESC 6

SZCZEGOLOWE METODY 1 PROCEDURY DIAGNOSTYCZNE DO CELOW NADZORU I POTWIERDZENIA W

ODNIESIENIU DO ZESPOLU WSS (WSD)

Procedury diagnostyczne do celéw wykrywania WSSV

Jesli, wykorzystujac metody diagnostyczne okreSlone w zalaczniku I cze$¢ 6 sekcja II, przeprowadza sig
pobieranie probek i badania laboratoryjne do celéw programéw zwalczania i nadzoru, jak okreSlono w
zalgczniku I cze$¢ 6 sekcja I, lub w celu potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia zakazenia WSSV zgodnie z
art. 57 lit. b) dyrektywy 2006/88|WE, stosuje si¢ szczeg6towe metody i procedury diagnostyczne okre$lone w
pkt 2-7.

Metody i procedury opisane w niniejszej czesci zaadaptowano z testow zatwierdzonych zgodnie z ISO 17025,
stosowanych w laboratorium referencyjnym Unii Europejskiej ds. choréb skorupiakéw. Mozna stosowaé
alternatywne podejscia wykorzystujace réwnowazne warunki lub zestawy wyprodukowane przez innych
producent6w, ale dajgce czulo$¢ i swoisto$¢ rownowazng w stosunku do podejs$¢ opisanych w niniejszej czesci.
W kazdej sytuacji nalezy dokona¢ sekwencjonowania produktu amplifikowanego metoda PCR w celu potwier-
dzenia tozsamosci wirusa WSS (WSSV).

Proces pobieranie probek

Tkanki (odnéza odwlokowe lub skrzela) zawierajagce WSSV ze skorupiakéw mozna przechowywaé w etanolu,
RNAlater lub zamrozone szokowo do temperatury — 80 °C. Etapami wymaganymi do identyfikacji WSSV z
probek tkanek s3: homogenizacja tkanek, ekstrakcja DNA, specyficzna amplifikacia DNA WSSV metodg PCR,
wizualizacja amplifikowanego produktu w zelu, oczyszczenie DNA i sekwencjonowanie w celu potwierdzenia
tozsamosci patogenu.

Homogenizacja tkanek

Rozdrobnienie tkanek i przygotowanie homogenatu w odpowiednim buforze przeprowadza si¢ przy
wykorzystaniu rozdrabniacza tkanek Fast Prep oraz probéwek Lysing Matrix A (MP Biomedicals). Tkanki wazy
si¢ i umieszcza w probéwkach Lysing Matrix A, rozpuszczone w stosunku 1 do 10 w/v lub zgodnie z
zaleceniami producenta, w odpowiednim buforze (G2 i 10 pl proteinazy K do stosowania z zestawem DNA
Tissue kit (Qiagen)) i homogenizuje przez dwie minuty przy wykorzystaniu homogenizatora Fast Prep 24.
Homogenizowane probki inkubuje si¢ w temperaturze 56 °C przez co najmniej cztery godziny lub przez noc.
Prébki nalezy wymiesza¢ na wstrzagsarce, odwirowaé z predkoscig przy 9 000 obrotéw na minute przez dwie
minuty i doda¢ 50 pl supernatantu lub objetos¢ odpowiadajaca 5 mg tkanek (masa tkanek optymalna dla
zestawu do ekstrakcji) do probéwki zawierajacej probke w celu ekstrakcji DNA i uzupehié buforem G2 do
objetosci 200 pl.
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4. Ekstrakcja DNA

Ekstrakgji calkowitego DNA dokonuje si¢ przy pomocy zestawu do ekstrakeji tkanek DNA oraz EZ1 Advanced
XL Biorobot (Qiagen), postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Kontrole ekstrakgcji (Calf Thymus DNA) i
kontrole ujemng (bufor G2) przeprowadza si¢ z kazda partig probek. DNA nalezy wymy¢ do objetosci 50 pl.
Aby zapewni¢ w pelni udang ekstrakcje, stezenia DNA odnoszace si¢ do wszystkich prébek i kontroli ustala sig
za pomocg urzadzenia Nano Drop. Jesli wyekstrahowane DNA nie ma by¢ wykorzystane natychmiast, nalezy je
zamrozi¢ w temperaturze — 20 °C.

5. Lafcuchowa reakcja polimerazy w odniesieniu do WSSV (PCR)

Metodg stosowang w celu wykrywania WSSV jest protokét do celéw wykrywania WSSV metodg nested PCR
okreslony ponizej, amplifikujgcy w pierwszej i drugiej rundzie PCR odpowiednio amplikon 1 447 bp i 848 bp
genu 18s rRNA.

Pierwsza runde reakcji PCR przeprowadza si¢ przy objetosci 50 pl zawierajacej koncowe stezenia buforu
1 x GoTaq (Promega), 5mM MgCl,, 1pmol/ul startera WSSV 146 F1, 1pmol/ul startera WSSV 146 R1 (tabela 1),
0,25mM dNTPs, 1,25U polimerazy Taq i 2,5 pl of DNA. Analiz¢ kazdej probki przeprowadza si¢ dwa razy,
jednoczesnie z ujemng kontrolg ekstrakcji, ujemng kontrolg PCR (zamiast DNA dodaje si¢ 2,5 pl H,0) i kontrola
dodatnig. Kontrolag dodatnia jest rozcieficzony plazmid WSSV wytworzony i zwalidowany do stosowania w
laboratorium (dostepny w EURL).

Drugg runde reakcji PCR przeprowadza si¢ w ten sam sposob, co pierwszg runde, ale przy uzyciu zestawu
starteréw WSSV 146 F2/R2 i drugiej kontroli dodatniej w celu sprawdzenia, czy ten etap PCR przebiegl

pomyslnie.
Starter Sekwencja
WSSV 146 F1 ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG
WSSV 146 R1 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA
WSSV 146 F2 GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
WSSV 146 R2 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

Zaréwno w pierwszej, jak i w drugiej rundzie PCR stosuje si¢ nastepujace warunki reakcji w termocyklerze
DNA Engine Tetrad 2 Peltier (lub réwnowaznym). Wstepny etap denaturacji w temperaturze 94 °C przez dwie
minuty, nastepnie w temperaturze 94 °C przez 30 sekund, 62 °C przez 30 sekund, 72 °C przez 30 sekund
powtérzone w 30 cyklach, etap rozszerzajacy w temperaturze 72 °C przez dwie minuty oraz utrzymywanie w
temperaturze 4 °C.

6. Elektroforeza w zelu

Amplifikowane produkty PCR z pierwszej i drugiej rundy PCR wizualizuje si¢ w zelach agarozowych (2 %)
sporzadzonych przy uzyciu buforu TAE. 15 pl z kazdej prébki poddaje si¢ dzialaniu 120 V przez okolo
20 minut i obserwuje w $wietle ultrafioletowym. Probki dodatnie wykaza obecnos¢ prazka odpowiadajacego
1 447 bp w pierwszej rundzie PCR i 848 bp w drugiej rundzie PCR. Prébki tej wielkosci wykrawa sie z zelu i
umieszcza w mikroprobéwee 1,5 ml. DNA zawarte w wycinkach Zelu oczyszcza si¢ przy pomocy Promega
Wizard® SV Gel i PCR clean-Up System zgodnie z zaleceniami producenta. Stezenie DNA ocenia si¢ za pomocg
urzadzenia Nano Drop. Jesli oczyszczone DNA nie ma by¢ wykorzystane natychmiast, jest ono zamrazane do
temperatury — 20 °C.

7. Sekwencjonowanie produktéw PCR

DNA sekwencjonuje si¢ przy uzyciu Big Dye Terminator Kit v3,1 (Applied Biosystems). W kazdej reakcji
objeto$¢ catkowita wynosi 20 pl, przy czym stezeniem koficowym jest 1 x Big Dye Terminator, 1 x bufor
sekwencjonujgcy, 10pmol/ul startera sensownego lub antysensownego oraz 10 pl oczyszczonego DNA
(rozpuszczonego do okoto 10 ng/pl); reakcja przeprowadzana jest w termocyklerze DNA Engine Tetrad 2 Peltier
(lub réwnowaznym) w nastepujacych warunkach reakcji: w temperaturze 94 °C przez 30 sekund, a nastepnie w
temperaturze 96 °C przez 10 sekund, w temperaturze 50 °C przez 10 sekund i w temperaturze 60 °C przez
cztery minuty, przy czym trzy ostatnie etapy powtarzane s3 30 razy.
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Produkty PCR straca si¢ z wykorzystaniem octanu sodu, dodajac 20 pl DNA do 10 pl NaAc, 70 pl H,0 i 250 gl
etanolu, mieszajac na wstrzasarce i odwirowujgc przez 20 minut przy 13 000 obrotéw na minutg; supernatant
usuwa sie, a osad przemywa 200 pl etanolu absolutnego, odwirowujac przez pie¢ minut przy 13 000 obrotéw
na minute. Osad suszy si¢ przez pie¢ minut w temperaturze 37 °C. Do osadu dodaje si¢ 25 pl formamidu Hi-Dj,
ogrzewa do temperatury 95 °C przez dwie minuty i miesza dokladnie na wstrzasarce. Probki sekwencjonuje si¢
analizatorem genetycznym ABI3130xl Avant zgodnie z zaleceniami producenta. Wyniki sekwencjonowania
analizuje si¢ przy uzyciu oprogramowania Sequencher, a sekwencje poréwnuje z sekwencjami w bazie danych
NCBI za pomocg funkcji BLAST.
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