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GUVERNUL REPUBLICII MOLDOVA

HOTARARE nr.
din 2020

Chisinau

Pentru aprobarea Normei sanitar-veterinare privind cerintele de
supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice

In temeiul art. 29 din Legea nr. 221/2007 privind activitatea sanitar-
veterinard (republicatd in Monitorul Oficial al Republicii Moldova, 2013,
nr. 125-129, art. 396), cu modificarile ulterioare, Guvernul HOTARASTE:

Prezenta hotarare transpune Decizia de punere in aplicare (UE) 2015/1554
a Comisiei din 11 septembrie 2015 de stabilire a unor norme pentru aplicarea
Directivei 2006/88/CE 1n ceea ce priveste cerintele referitoare la supraveghere si
la metodele de diagnostic, publicata in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene
L 247/1 din 23 septembrie 2015.

1. Se aproba Norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si
metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice (se anexeaza).

2. Controlul asupra executdrii prezentei hotdrari se pune in sarcina
Agentiei Nationale pentru Siguranta Alimentelor.

3. Prezenta hotdrare intra in vigoare la expirarea a 3 luni de la data
publicarii.

Prim-ministru ION CHICU

Contrasemneaza:

Ministrul agriculturii,
dezvoltarii regionale
si mediului lon Perju
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Aprobata
prin Hotararea Guvernului nr.

NORMA SANITAR-VETERINARA
privind cerintele de supraveghere si metodele
de diagnostic a bolilor la animalele acvatice

Capitolul |
DISPOZITII GENERALE

1. Norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele
de diagnostic a bolilor la animalele acvatice (in continuare — Norma), stabileste
cerinte aplicabile supravegherii sanitar veterinare a bolilor la animale acvatice si
a metodelor de diagnostic care trebuie utilizate la determinarea prezentei sau
absentei bolilor ca septicemia hemoragica virala (SHV), necroza hematopoietica
infectioasd (NHI), boala herpetica a crapului koi KHVD, anemia infectioasa a
somonului (AIS), infectia cu Marteilia refringens, infectia cu Bonamia ostreae,
boala petelor albe (white spot disease — WSD), la animalele acvatice.

2. In sensul prezentei Norme, se aplica definitii indicate in Norma sanitar-
veterinard privind conditiile de sdnatate a animalelor si produselor de acvacultura
si masurile de prevenire si combatere a anumitor boli la animalele acvatice
aprobata prin Hotararea Guvernului nr. 239/2009.

3. Agentiei Nationale pentru Siguranta Alimentelor (in continuare -
Agentia) asigurd ca normele privind programele de supraveghere si de eradicare,
metodele de esantionare si de diagnostic stabilite sunt respectate atunci cand
statutul ,,indemn de boald” se acorda, retras sau restabilit pentru o zona sau
compartiment al acestuia, pentru una sau mai multe dintre bolile specificate la
pct.1.

4. Agentia asigura ca metodele de control, precum si metodele de
diagnostic stabilite sunt respectate in cursul efectudrii examenelor de laborator
pentru a confirma sau a exclude prezenta unei boli specificate la pct.1.

5. Agentia se asigurd ca masurile minime de supraveghere si cerintele
minime pentru inldturarea masurilor de limitare a raspandirii bolilor, sunt
respectate atunci cand se aplicd masuri de supraveghere si cand se inlatura
masurile de limitare a rdspandirii uneia sau mai multora dintre bolile specificate
la pct.1, intr-o zond sau un compartiment al acestuia, care nu sunt declarate
indemne de respectivele boli.
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Capitolul 11
CERINTE DE SUPRAVEGHERE SI METODELE DE pIAGNO§TIC
IN CEEA CE PRIVESTE SEPTICEMIA H]EMORAGICA \{IRALA (SHV)
SI NECROZA HEMATOPOIETICA INFECTIOASA (NHI)

Sectiunea 1
Cerinte referitoare la programele de supraveghere si de eradicare a SHV
si a NHI in vederea obtinerii si mentinerii statutului sanitar ,,indemn
de boala” si cerinte referitoare la masurile de prevenire
a raspandirii respectivelor boli listate.

6. Supravegherea sanitar-veterinara si, esantionarea pentru septicemia
hemoragica virala (SHV), boala cauzata de virusul septicemiei hemoragice virale
(VSHV), cunoscut si sub denumirea de virusul Egtved, un virus apartindnd
genului Novirhabdovirus din familia Rhabdoviridae si necroza hematopoietica
infectioasd” (,,NHI”), boald cauzatd de virusul necrozei hematopoietice
infectioase (VNHI), virus care apartine genului Novirhabdovirus, din
familia Rhabdoviridae se efectucaza in perioada din an in care temperatura apei
este mai mica de 14 °C sau atunci cand este probabil ca temperatura apei sa
atingd valorile minime anuale.

7. In cazul in care este necesarid supravegherea individualizati a
populatiilor sdlbatice numarul si distributia geografica a punctelor de prelevare
sunt determinate astfel incat sd se obtind o acoperire rezonabild a zonei sau a
compartimentului. Punctele de prelevare sunt reprezentative pentru diferitele
ecosisteme in care se gasesc populatii sdlbatice apartinand speciilor sensibile;

8. Atunci cand fermele sau populatiile salbatice fac obiectul controalelor
sau al esantionarii mai des decat o datd pe an, intervalul dintre controale sanitare
st dintre fiecare colectare a esantioanelor este de cel putin patru luni si este cat
mai lung posibil, tindnd cont de cerintele privind temperatura prevazute la pct.6;

9. Toate unitatile de productie, cum ar fi iazurile, bazinele, si custile din
plasd, se supun controalelor sanitare in vederea stabilirii prezentei pestilor morti,
debilitati sau cu comportament anormal. Sa se acorde o atentie deosebita
punctelor de evacuare a apei, unde pestii debilitati au tendinta de a se acumula
din cauza curentului;

10. Pestii din speciile sensibile care urmeaza sa fie inclusi in esantioane:

1) daca sunt prezenti pastravi-curcubeu, sunt selectati pentru esantionare
numai pestii din aceastd specie, cu exceptia cazului in care sunt prezente alte
specii sensibile care prezintd semnele tipice de SHV sau de NHI, daca pastravii-
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curcubeu nu sunt prezenti, esantionul este reprezentativ pentru toate celelalte
specii sensibile care sunt prezente;

2) daca sunt prezenti pesti debilitati, cu comportament anormal sau care au
murit recent, dar care nu sunt descompusi, acesti pesti sunt selectati;

3) daca se utilizeaza mai mult de o sursa de apa pentru productia de peste,
se includ in esantion pestii din toate sursele de apa, pestii sunt colectati in asa fel
incat toate partile fermei si toate clasele de varstd grupate pe ani sunt
reprezentate proportional in esantion.

11. Pentru obtinerea statutului sanitar ,,indemn de boald” (categoria I) in
ceea ce priveste SHV si NHI este prevdzut cd o zona sau un compartiment cu un
statut sanitar de categoria III in ceea ce priveste SHV sau NHI sau ambele boli
poate obtine statutul sanitar de categoria I in ceea ce priveste aceste boli listate,
cu conditia ca toate fermele care detin specii sensibile in zona sau
compartimentul in cauza sa respecte cerintele stabilite in Norma sanitar-
veterinara privind conditiile de sdndtate a animalelor si produselor de acvacultura
si masurile de prevenire si combatere a anumitor boli la animalele acvatice
aprobata prin Hotararea Guvernului nr. 239/2009, punctele in care se preleveaza
esantioane de la populatiile salbatice selectionate in conformitate cu capitolul
respectiv sunt supuse unuia dintre urmatoarele programe de supraveghere:

1) modelul A — program de supraveghere cu durata de doi ani:

Fermele sau punctele de prelevare sunt obiectul controalelor sanitare si al
esantiondrii timp de o perioadda minimd de doi ani consecutivi, astfel cum se
prevede in tabelul 1. din Anexa la norma Ssanitar-veterinara privind cerintele de
supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice. In aceasti
perioadd de doi ani, testarea tuturor esantioanelor prin utilizarea metodelor de
diagnostic are rezultate negative in ceea ce priveste fie SHV, fie NHI, fie ambele,
si este exclusa orice suspiciune privind fie SHV, fie NHI, fie ambele, in
conformitate cu metodele de esantionare si de diagnostic;

2) modelul B — program de supraveghere cu durata de patru ani, cu
esantion de dimensiuni reduse:

Fermele sau punctele de prelevare sunt obiectul controalelor sanitare si al
esantiondrii timp de o perioadd minima de patru ani consecutivi.

In aceastd perioadd de patru ani, testarea tuturor esantioanelor prin
utilizarea metodelor de diagnostic obtin rezultate negative in ceea ce priveste fie
SHV, fie NHI, fie ambele, si este exclusad orice suspiciune privind fie SHV, fie
NHI, fie ambele, daca, in timpul punerii in aplicare a programului de
supraveghere este confirmatd o infectie fie cu SHV, fie cu NHI, fie cu ambele
intr-o ferma inclusa n programul de supraveghere respectiv si, prin urmare, a
fost retras statutul sanitar de categoria II al fermei, ferma respectiva poate sa isi
recastige imediat statutul sanitar de categoria II si sa continue punerea in aplicare
a programului de supraveghere pentru a obtine statutul ,,indemn de boala” fara sa
pund in aplicare un program de eradicare, cu conditia ca ferma este o ferma al
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carei statut sanitar in ceea ce priveste fie SHV, fie NHI, fie ambele este
independent de starea de sanatate a populatiilor de animale acvatice din apele
naturale din vecinatate n ceea ce priveste aceste boli listate, este golita, curatata,
dezinfectatd si supusa unei perioade de vid sanitar; durata perioadei de vid
sanitar este de cel putin sase saptamani si a fost repopulata cu pesti provenind din
zone sau din compartimente care au un statut sanitar de categoria I in ceea ce
priveste fie SHV, fie NHI, fie ambele.

12. Pentru obtinerea statutului sanitar ,,indemn de boala™ (categoria I) in
ceea ce priveste SHV si NHI, 0 zona sau un compartiment cu statut sanitar de
categoria V in ceea ce priveste fie SHV, fie NHI, fie ambele poate obtine statutul
sanitar de categoria I in ceea ce priveste aceste boli listate, cu conditia ca toate
fermele care detin specii sensibile in zona sau compartimentul in cauza a facut
obiectul unui program de eradicare.

13. Masurile de control sunt aplicate in mod efectiv in zona de izolare,
care include un perimetru de protectie si un perimetru de supraveghere, este
instauratd in vecinatatea fermei (fermelor) declarate in mod oficial infectata
(infectate) fie cu SHV, fie cu NHI, fie cu ambele boli listate mentionate. Zona de
1zolare este definita de la caz la caz, ludand In considerare factorii care
influenteaza riscurile de raspandire a bolii listate la pestii de crescatorie si la cei
salbatici, cum ar fi: numadrul, rata mortalitdtii si distributia cazurilor de
mortalitate a pestilor in cadrul fermei infectate cu fie SHV, fie cu NHI, fie cu
ambele; distanta la care se gasesc fermele Invecinate si densitatea acestora;
apropierea de abatoare; fermele cu care se intrd in contact; speciile prezente la
ferme; practicile de acvaculturd aplicate in fermele afectate si in fermele
invecinate acestora; conditiile hidrodinamice si alti factori pertinenti din punct de
vedere epidemiologic care sunt identificati.

14. Pentru stabilirea perimetrului de protectie si a celui de supraveghere se
aplica urmatoarele cerinte minime in ceea ce priveste delimitarea geografica a
acestor perimetre este stabilit un perimetru de protectie in imediata vecinatate a
fermei1 declarate in mod oficial infectata fie cu SHV, fie cu NHI, fie cu ambele
boli listate mentionate, in zonele interioare: intregului bazin hidrografic al fermei
declarate in mod oficial infectatd; Agentia poate limita extinderea perimetrului la
anumite parti ale bazinului hidrografic sau ale suprafetei fermei, cu conditia sa
nu se compromitd prevenirea raspandirii bolii listate, in afara perimetrului de
protectic Agentia stabileste un perimetru de supraveghere, perimetrul de
supraveghere in zonele interioare: unei zone situate in exteriorul perimetrului de
protectie stabilit.

15. Toate fermele in care sunt tinute specii sensibile stabilite in Anexa 3 la
Norma sanitar-veterinara privind conditiile de sanatate a animalelor si produselor
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de acvaculturd si masurile de prevenire si combatere a anumitor boli la animalele
acvatice aprobata prin Hotararea Guvernului nr. 239/2009, care se afld in
perimetrul de protectie si care nu sunt declarate in mod oficial infectate fie cu
SHV, fie cu NHI, fie cu ambele, sunt obiectul unei anchete oficiale care include
prelevarea de esantioane pentru testarea a 10 pesti, in cazul in care se observa
semne clinice sau post-mortem compatibile cu infectia cu SHV, cu NHI, sau cu
ambele, sau pentru testarea a cel putin 30 de pesti, in cazul in care nu se observa
semne clinice sau post-mortem, un control sanitar-veterinar, in fermele in care
testele au avut rezultate negative; controalele sanitar-veterinare continua o data
pe luna pe parcursul perioadei in care temperatura apei este mai micad de 14 °C,
cu exceptia cazului in care iazurile sau custile din plasa sunt acoperite cu gheata,
pana cand se renunta la perimetrul de protectie.

16. Toate fermele declarate in mod oficial infectate fie cu SHV, fie cu
NHI, fie cu ambele sunt golite, curatate, dezinfectate si supuse unei perioade de
vid sanitar. Durata perioadei de vid sanitar este de cel putin sase sdaptdmani.
Dupa golirea tuturor fermelor declarate in mod oficial infectate care se gasesc in
acelasi perimetru de protectie, sa se respecte o perioadad de vid sanitar sincronizat
de cel putin trei sdptdmani. Prezenta masura se aplica, de asemenea, noilor ferme
declarate in mod oficial infectate in timpul punerii in aplicare a programului de
eradicare. Cand intervine o perioadd de vid sanitar pentru fermele declarate in
mod oficial infectate, perimetrele de protectie sunt transformate in perimetre de
supraveghere. Agentia decide, pe baza unei evaluari a riscurilor sa solicite
golirea, curatarea, dezinfectia si o perioadd de vid sanitar pentru alte ferme care
se afla in interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite. In cazul
acestor ferme, durata perioadei de vid sanitar este stabilita de Agentie pe baza
unei evaludri a riscurilor de la caz la caz.

17. Toate fermele declarate in mod oficial infectate fie cu SHV, fie cu
NHI, fie cu ambele boli listate si toate celelalte ferme care sunt obiectul unui vid
sanitar, situate in interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite,
sunt repopulate cu pesti care provin din zone sau din compartimente cu statutul
sanitar ,,indemn de boald” (categoria I), repopularea sa aiba loc numai dupa ce
toate fermele declarate in mod oficial infectate sunt golite, curatate, dezinfectate
si au fost obiectul unui vid sanitar.

18 Toate fermele care detin specii sensibile din zona sau compartimentul
care fac obiectul programului de eradicare precum si, in cazul in care este
necesara supravegherea populatiilor salbatice, punctele de prelevare selectate, fac
apoi obiectul programului de supraveghere.

19. Pentru restabilirea statutului ,,indemn de boala” compartimentele care
cuprind o singura fermad, care au fost declarate anterior indemne de boli listate
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mentionate, al carui statut sanitar in ceea ce priveste aceste boli listate este
independent de cel al apelor naturale din vecinatate si al carui statut sanitar de
categoria I a fost retras, poate redobandi statutul de categoria I imediat ce
Agentia a confirmat ca sunt respectate urmatoarele conditii:

1) ferma pentru care s-a confirmat in mod oficial infectarea fie cu SHV, fie
cu NHI, fie cu ambele a fost golita, curatata, dezinfectata si supusa unei perioade
de vid sanitar; durata perioadei de vid sanitar de sase sdptdmani si mai mult;

2) ferma pentru care s-a confirmat in mod oficial infectarea fie cu SHV, fie
cu NHI, fie cu ambele a fost repopulatd cu pesti provenind din zone sau din

compartimente care au un statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste fie
SHV, fie NHI, fie ambele.

20. Pentru mentinerea statutului sanitar ,,indemn de boald” (categoria I) n
ceea ce priveste fie SHV, fie NHI, fie ambele, cand este necesara o supraveghere
individualizata pentru mentinerea statutului sanitar de categoria I, toate fermele
care detin specii sensibile din zona sau compartimentul in cauza sunt supuse
inspectiei sanitare, iar pestii sunt esantionati, tindnd cont de nivelul riscului de
contaminare a fermei cu boli listate mentionate.

21. La determinarea frecventei controalelor sanitare pentru
compartimentele care au statut sanitar de categoria I, al caror statut sanitar
depinde de starea de sdndtate a populatiillor de animale acvatice din apele
naturale din vecinatate, riscul de contaminare se considera ridicat.

22. Statutul ,jindemn de boald” se mentine doar atit timp cat toate
esantioanele testate, au rezultate negative pentru bolile listate mentionate si atat
timp cat a fost exclusa orice suspiciune privind SHV, fie NHI, fie ambele.

23. Pentru eliminarea masurilor de prevenire a raspandirii bolilor o zona
sau un compartiment care are statutul de categoria V in ceea ce priveste fie SHV,
fie NHI, fie ambele poate obtine statutul de categoria III Tn ceea ce priveste
aceste boli listate, cu conditia ca:

1) cerintele previzute la punctele 12-16. sunt indeplinite. In cazul in care
nu este posibil, din punct de vedere tehnic, se instaureaza vidul sanitar, fermele
in cauza fac obiectul unei masuri alternative care sa ofere garantii aproape
identice in ceea ce priveste eradicarea fie a virusului VNHI, fie a virusului
VSHYV, fie a ambelor virusuri din mediul fermei;

2) toate fermele declarate in mod oficial infectate si toate celelalte ferme
care sunt obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri alternative in conformitate
cu subpunctul 1), situate In perimetrele de protectie si de supraveghere stabilite,
sunt repopulate cu pesti provenind din zone sau din compartimente cu statut de
categoria I, II sau III in ceea ce priveste fie SHV, fie NHI, fie ambele;

C:\Users\Gurievschi\Downloads\6153 - redactat (ro) (2).docx



9

3) repopularea are loc numai dupa ce toate fermele declarate in mod oficial
infectate sunt golite, curdtate, dezinfectate si sunt obiectul unui vid sanitar sau al
unor masuri alternative in conformitate cu subpunctul 1).

24. Sunt prelevate si examinate urmatoare organe: splina, rinichiul, inima,
encefalul. In cazul in care prelevarea se face de la genitori, poate fi de asemenea
examinat lichidul ovarian sau seminal. In cazul alevinilor, pestii intregi avand
sub 4 cm lungime pot fi fragmentati cu ajutorul unui foarfece steril sau al unui
scalpel dupa eliminarea partii corpului care se gaseste in spatele orificiului anal.
In cazul in care un esantion este constituit din pesti intregi cu lungimea cuprinsi
intre 4 cm si 6 cm, sunt colectate viscerele, inclusiv rinichii. Se permite
comasarea fragmentelor de organe care provin de la cel mult 10 pesti.

25. Pentru obtinerea si mentinerea statutului ,,indemn de boala” fie pentru
SHYV, fie pentru NHI, fie pentru ambele sunt stabilite urmatoare metode:

1) izolarea virusului in culturi celulare, urmata de identificare prin
utilizarea testului de imunoenzimatic (ELISA), testul de imunofluorescenta
indirecta (IFAT), testul de neutralizare a virusului sau testul RT-PCR in timp real
(reactie in lant de transcriptie inversa a polimerazei —RT-qPCR);

2) RT-qPCR.

26. In cazul in care trebuie confirmati sau exclusi suspiciunea privind fie
SHV, fie NHI, fie ambele, ferma in legaturd cu care existd suspiciuni face
obiectul cel putin al unui control si al unei prelevari de esantioane de la 10 pesti,
in cazul in care se observa semne clinice sau post-mortem compatibile cu infectia
cu SHV, cu NHI, sau cu ambele, sau de la cel putin 30 de pesti, in cazul in care
nu se observa semne clinice sau post-mortem. Esantioanele se testeaza folosind
una sau mai multe dintre metodele de diagnostic: izolarea conventionalda a
virusului in cultura celulard, urmatd de identificarea virusului prin metoda
imunochimica sau moleculara, detectarea virusului prin RT-qPCR, alte tehnici de
diagnostic cu eficacitate similard doveditd, cum ar fi testul de imunofluorescenta
indirectda (IFAT), testul de imunoenzimatic (ELISA), RT-PCR si
imunohistochimia (IHC).

27. Prezenta SHV se considera confirmatd dacd una sau mai multe dintre
aceste metode de diagnostic au rezultate pozitive pentru virusul SHV (VSHV).
Prezenta NHI se considera confirmata dacd una sau mai multe dintre aceste
metode de diagnostic au avut rezultate pozitive pentru virusul NHI (VNHI).
Confirmarea primului caz de SHV sau NHI in zone sau in compartimente care nu
sunt infectate anterior sa se bazeze pe izolarea conventionald a virusului in
cultura celulara sau pe testul RT-gPCR.
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28. Se permite excluderea suspiciunii privind SHV, NHI sau ambele, in
cazul in care rezultatele culturilor celulare sau ale testului RT-gPCR nu
furnizeaza nici o altd dovada referitoare la prezenta SHV, a NHI sau a ambelor.

Sectiunea a 2-a
Metode si proceduri de diagnostic pentru supravegherea
si confirmarea NHI si a SHV

29. In cazul in care sunt prelevate esantioane si sunt realizate examene de
laborator in scopul obtinerii sau al mentinerii statutului ,,indemn de boald” in
ceea ce priveste NHI sau SHV, trebuie aplicate metodele si procedurile de
diagnostic stabilite in prezenta sectiune.

30. Tesuturile utilizate pentru examinarea virusologica pe cultura celulara
inainte de a fi trimise sau transferate cdtre un laborator acreditat, sunt prelevate
cu ajutorul unor instrumente de disectie sterile si plasate in tuburi de plastic
sterile care contin un mediu de cultura celulara care contine 10 % ser fetal bovin,
200 UI de penicilind, 200 pg de streptomicind si 200 pg de kanamicind pe
mililitru sau alte antibiotice cu eficacitate dovedita (in continuare - mediu de
transport).

31. Cantitatea de tesuturi de peste necesara pentru examenul virusologic pe
culturd celulard si pentru RT-qPCR depinde de dimensiunile pestilor. Astfel,
tesuturile din care se preleveaza esantioane sunt alevinul intreg (daca lungimea
corpului este mai mica de 4 cm), viscerele, inclusiv rinichii (dacd lungimea
corpului este mai mare de 4 cm si mai mica de 6 cm) sau, pentru pestii de
dimensiuni mai mari, rinichii, splina, inima si/sau encefalul, precum si lichidul
ovarian al pestilor reproducatori in perioada depunerii icrelor.

Lichidul ovarian sau seminal sau fragmente de organe de la cel mult zece
pesti pot fi reunite intr-un tub steril care contine cel putin 4 ml de mediu de
transport. Massa tesuturilor din fiecare esantion este cel putin 0,5 grame (g).

32. Examenul virusologic pe cultura celulara trebuie sa inceapa cel tarziu
la 48 de ore dupa colectarea esantioanelor. In cazuri exceptionale, examenul
virusologic poate incepe cel tarziu la 72 de ore dupa colectarea materialului de
examinat, cu conditia ca acesta este protejat de un mediu de transport si sunt
respectate conditiile de temperatura in timpul transportului.

33. Esantioane pentru testul RT-PCR sau RT-gPCR (reactia in lant de
transcriptie inversd a polimerazei) se preleveaza de la pesti, cu ajutorul unui
Instrument steril si sunt transferate intr-un tub de plastic steril care contine
mediul de transport. Intr-un tub se pot colecta tesuturi de la zece pesti; acestea
constituie un esantion general. Cu toate acestea, in cazul in care cantitatea de
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inocul este mica, pot fi utilizate tesuturi de la cel mult cinci pesti. In mod
alternativ, esantioanele pot fi comasate in reactivi de stabilizare a ARN, in
conformitate cu recomandarile producatorilor, dar fiecare peste trebuie prelucrat
separat si nu se comaseaza cu alti pesti in esantioane, datd fiind cantitatea redusa
de material care urmeaza sa fie folositd pentru extractie. Pestele intreg poate fi,
de asemenea, trimis la laborator acreditat.

34. Tuburile care contin tesuturi de peste intr-un mediu de transport si care
sunt destinate culturii celulare sau analizei RT-PCR/RT-qPCR sunt amplasate in
recipiente izolate, cum ar fi cutiile de polistiren cu pereti grosi, impreund cu o
cantitate suficienta de gheatd sau de alt agent de racire cu efect de racire similar,
pentru a asigura refrigerarea esantioanelor pe durata transportului catre laborator
acreditat. Trebuie evitatd congelarea esantioanelor. Temperatura unui esantion pe
durata transportului nu trebuie sa depaseasca 10 °C si recipientul de transport sa
mai contind incd gheatd in momentul primirii sau unul sau mai multe blocuri
refrigeratoare trebuie sd mai fie incd partial sau total congelate.

35. Se pot trimite la laborator acreditat pesti Intregi daca sunt respectate,
pe durata transportului, conditiile de temperatura care nu trebuie sa depaseasca
10 °C. Pestele intreg se ambaleaza in hartie absorbanta si, se expediaza intr-un
sac de plastic. Pot fi, de asemenea, expediati pesti vii.

36. Se accepta colectarea materialului de diagnostic suplimentar in cazul in
care laboratorul de diagnostic acreditat este de acord, in vederea unor examinari
suplimentare.

37. In cazul in care se intalnesc dificultiti de ordin practic care impiedica
prelucrarea esantioanelor in intervalul de 48 de ore de la colectarea tesuturilor de
peste, se admite congelarea lor intr-un mediu de transport la — 20 °C sau la o
temperatura inferioara si efectuarea unui examen virusologic in decurs de 14 zile.
Cu toate acestea, tesuturile de peste pot fi congelate si dezghetate numai o
singurd datd Tnaintea examindrii. Trebuie pastrate evidente care sa ofere detalii
privind motivul fiecdrei congelari a esantioanelor de tesuturi de peste.

La laboratorul acreditat, tesuturile de peste continute in tuburi sunt
complet omogenizate, cu ajutorul unui stomacher, al unui blender sau al unui
mojar cu pistil si nisip steril si plasate apoi in suspensie in mediul de transport de
origine.

38.In cazul in care un esantion este constituit dintr-un peste intreg cu
lungimea sub 4 cm, acesta trebuie fragmentat cu ajutorul unui foarfece steril sau
al unui scalpel dupa eliminarea partii corpului care se gaseste in spatele
orificiului anal. In cazul in care un esantion este constituit dintr-un peste intreg
cu lungimea cuprinsa intre 4 cm si 6 cm, se vor colecta viscerele, inclusiv
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rinichii. In cazul in care un esantion este constituit dintr-un peste intreg cu
lungimea mai mare de 6 cm, esantioancle de tesut sunt colectate conform
punctelor 30- 33. Esantioanele de tesut se fragmenteaza cu ajutorul unui foarfece
steril sau al unui scalpel, se omogenizeaza si se plaseaza in suspensie in mediul
de transport. Raportul final intre tesuturi si mediul de transport este ajustat in
laborator acreditat la 1:10.

39. Omogenatul este centrifugat intr-o centrifugd cu racire, la o
temperatura cuprinsa intre 2 si 5 °C, la 2 000-4 000 x g, timp de 15 minute, iar
supernatantul trebuie colectat si poate fi tratat, fie timp de 4 ore la 15 °C, fie timp
de o noapte la o temperaturd de 4-8 °C cu antibiotice. Dacd esantionul a fost
expediat intr-un mediu de transport, tratamentul supernatantului cu antibiotice nu
este necesar.

40. In cazul in care se intdlnesc dificultiti, cum ar fi un incubator defect
sau probleme cu culturile celulare, care impiedica inocularea celulelor in cele 48
de ore de la colectarea esantioanelor de tesuturi de peste, se poate congela
supernatantul la — 80 °C si se poate efectua un examen virusologic in decurs de
14 zile.

41. Daca supernatantul colectat este conservat la — 80 °C in intervalul de
48 de ore de la prelevarea esantioanelor, el se reutilizeaza o singura datd pentru
un examen virusologic.

42. Tnainte de a inocula celulele, se amestecd supernatantul in proportie
egald cu un amestec de antiseruri impotriva serotipurilor indigene ale virusului
necrozei pancreatice infectioase (NPI), diluate corespunzator, si se incubeaza
astfel timp de cel putin o ord la 15 °C sau timp de cel mult 18 ore la 4 °C. Titrul
antiserului este de cel putin 1:2 000 intr-un test de neutralizare a plajelor cu 50 %
reducerea plajelor.

43. Tratarea tuturor inoculilor cu antiser impotriva virusului NPI are drept
scop prevenirea aparitiei efectului citopatic (ECP), datorat virusului NPI, in
culturile celulare inoculate. Acest tratament permite reducerea duratei
examenelor virusologice, precum si a numarului de cazuri in care aparitia ECP ar
trebui considerata ca un indicator potential al virusului SHV sau NHI.

44. Daca esantioanele provin din unitati de productie considerate indemne
de NPI, tratamentul inoculilor cu antiser impotriva virusului NPI poate fi omis.

45. Prepararea esantioanelor pentru programele de supraveghere care
utilizeaza testul RT-PCR si RT-qPCR si care au fost plasate intr-un mediu de
transport, se efectueaza conform procedurei prevazute la pct. 37 -44.
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46. Dupa centrifugare, se colecteaza supernatantul si se extrage ARN-ul.
Daca nu trebuie realizatd o examinare suplimentara imediat dupd centrifugare,
esantioanele trebuie congelate imediat la — 20 °C sau la o temperatura inferioara
acesteia.

47. Pentru analiza tesuturilor de peste conservate in reactiv de stabilizare a
ARN, se realizeaza alte operatiuni in termenele urmatoare, pe esantioane
depozitate la diferite temperaturi:

esantioane depozitate la 37 °C: o zi;

esantioane depozitate la 25 °C: o sdptamana;

esantioane depozitate la 4 °C: o luna;

esantioane depozitate la — 20 °C: termen nelimitat.

48. Esantioanele generale conservate in reactiv de stabilizare a ARN sunt
tratate la fel ca esantioanele individuale in reactiv de stabilizare a ARN. In cazul
esantioanelor generale conservate in reactiv de stabilizare a ARN, volumul
esantionului nu trebuie sd depaseasca volumul recomandat de producator pentru
extractia ARN cu ajutorul kiturilor. Dacd sunt comasate esantioane mai mari,
kiturile sau metodele de extractie sunt adaptate in consecintd. Esantioanele
colectate 1n reactivi de stabilizare a ARN nu se utilizeaza pentru culturi celulare.

49. La comasarea esantioanelor, intrucat protocoalele RT-qPCR au o
sensibilitate similara sau mai mare decat cea a metodelor de cultura celulara, se
poate accepta utilizarea, pentru PCR, a supernatantului obtinut din tesuturi de
peste omogenizate provenind din organe prelevate de la maximum zece pesti si
comasate in mediul de culturd celulara. Cu toate acestea, datoritd cantititii mult
mai mici de inocul utilizate pentru PCR, comparativ cu cultura celulara, toate
tesuturile de peste sunt omogenizate cu atentie inainte de gruparea materialului
pentru extractie. Acelasi principiu se aplicd si in cazul in care se preleveaza
esantioane in reactivi de stabilizare a ARN. Insi in acest caz este adesea dificil sa
se colecteze material reprezentativ de la maximum 10 pesti intr-un tub, iar
numarul de pesti per esantion general trebuie prin urmare redus la 2-5.

50. La examinarea virusologica pe culturd celulara si medii de cultura se
cultiva celule din linia celulara 2 de la alevini din specia Lepomis
macrochirus (BF-2) sau din linia celulara 2 din gonade de pastrav-curcubeu
(RTG-2) si celule de Epithelioma papulosum cyprini (EPC) sau de Pimephales
promelas (FHM) la o temperatura cuprinsd intre 20 si 30 °C intr-un mediu
adecvat, si anume mediu Eagle (Eagle's Minimum essential medium — MEM) sau
o varianta a acestuia, la care s-au addugat ser fetal bovin 10 % si antibiotice in
concentratii standard.
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51. Atunci cand celulele sunt cultivate in flacoane inchise, se recomanda
sa se tamponeze mediul cu bicarbonat. Mediul folosit pentru cultura celulard in
unitati deschise poate fi tamponat cu tris(hidroximetil)aminometan-HCI (Tris-
HCI) (23 mM) si cu bicarbonat de sodiu (6 mM). PH-ul sa fie de 7,6 + 0,2.

52. Culturile celulare care se folosesc pentru inoculare cu material tisular
de la pesti sunt tinere, culturi celulare de o zi in monostrat, pot fi acceptate
culturi cu varste situate in intervalul 4-48 de ore. Celulele sunt in faza de crestere
activa in momentul inocularii.

53. La examinarea virusologicd pe culturda celulard Se inoculeaza o
suspensie de organe tratatd cu antibiotice in culturile celulare in doud dilutii, si
anume dilutia initiald si, in plus, o dilutie de 1:10 din aceasta, rezultand dilutii
finale ale materialului tisular In mediul de culturd celulara de 1:100 si de 1:1 000,
pentru a se evita interferentele omologilor. Trebuie inoculate cel putin doua linii
celulare, astfel cum se mentioneaza la punctul 50-52. Raportul dintre cantitatea
de inocul si volumul mediului de cultura celulara este de aproximativ 1:10.

54. Pentru fiecare dilutie si fiecare linie celulara sa se utilizeze o suprafata
de cel putin 2 cm? ceea ce corespunde unui godeu dintr-o placa de cultura
celulard cu 24 de godeuri. Sunt utilizate placi de cultura celulara, atunci cand
este posibil.

55. Culturile celulare inoculate sunt incubate la 15 °C timp de sapte pana
la zece zile. In cazul in care culoarea mediului de culturi celulari se modifica din
rosu 1n galben, indicand o acidifiere a mediului, se ajusteaza pH-ul cu ajutorul
unei solutii sterile de bicarbonat sau cu ajutorul unor substante echivalente,
pentru a garanta sensibilitatea culturii celulare la infectia virala.

56. Cel putin la fiecare sase luni sau in cazul in care se suspecteaza o

.....

s1t NHI congelate, pentru a se verifica sensibilitatea culturilor celulare la infectie.

57. Culturile celulare inoculate sunt verificate prin microscopie cu
regularitate, cel putin de trei ori pe saptamana, pentru a se observa aparitia ECP,
cu un grosisment intre 40 x si 150 x. In cazul in care ECP este evident, se incep
imediat procedurile de identificare a virusului in conformitate cu punctul 64.

58. In cazul in care nu se produce niciun ECP dupi prima incubatie de

sapte pana la zece zile, se procedeaza la o subcultivare pe culturi celulare
proaspete, folosindu-se o suprafata celulara similara cu cea din cultura primara.
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59. Parti alicote din mediu (supernatant) provenind de la toate culturile sau
godeurile care constituie cultura primara se reunesc intr-un pool pentru fiecare
liniec celulara, la 7-10 zile de la inoculare. Pool-urile respective sunt apoi
inoculate pe culturi celulare omoloage, nediluate si diluate 1:10 (rezultand in
final dilutii ale supernatantului de respectiv 1:10 si 1:100), in conformitate cu
descrierea de la punctul 53. Se inoculeaza, de asemenea, parti alicote de 10 %
din mediul care constituie cultura primara direct intr-un godeu cu culturi celulare
proaspete (subcultivare godeu la godeu). Inocularea poate fi precedata de o
preincubare a dilutiillor cu antiser impotriva virusului NPI la o dilutie
corespunzatoare, in conformitate cu descrierea de la punctul 39-44.

60. Se incubeaza culturile inoculate timp de 7-10 zile la 15°C si se
examineaza tinandu-se cont de dispozitiile de la punctul 57.

61. In cazul in care se produce un ECP toxic in cursul primelor trei zile de
incubatie, se realizeaza o subcultivare in acest stadiu, dar in acest caz celulele
sunt incubate timp de sapte zile si supuse unei noi subcultivari, cu durata de
incubatie tot de sapte zile. In cazul in care se produce un ECP toxic dupi trei
zile, celulele sunt pasate o data si incubate pentru a se ajunge la numarul total de
14 zile de la prima inoculare. Nu sa existe semne de toxicitate in cursul ultimelor
sapte zile de incubatie.

62. In cazul in care se produce o contaminare bacteriani in ciuda
tratamentului cu antibiotice, subcultivarea este precedata de o centrifugare la
2 000-4 000 x g timp de 15-30 de minute, la o temperatura de 2-5 °C, sau de o
filtrare a supernatantului printr-un filtru (membrand cu procent scazut de
absorbtie a proteinelor) de 0,45 um sau de ambele. In plus, subcultivarea si
urmeze aceleasi proceduri ca cele descrise pentru producerea ECP toxic de la
prezentul punct.

63. In cazul in care nu se produce ECP, testul poate fi declarat negativ.

64. Dacda se observd aparitia ECP intr-o culturd celulard, mediul
(supernatantul) este colectat si examinat prin una sau mai multe din urmatoarele
tehnici: testul de imunoenzimatic (ELISA), testul de imunofluorescenta (IF),
neutralizarea, RT-PCR sau RT-qPCR. In cazul in care aceste teste nu au permis
identificarea definitiva a virusului intr-o saptamana, supernatantul trebuie trimis
la un laborator acreditat de referintd national sau la laboratorul acreditat de
referintd international pentru bolile pestilor, in vederea identificarii imediate.

65. Se efectueazd un test ELISA sandvis dublu anticorp in vederea
identificarii izolatului de virus. Placile de microtitrare sunt umplute cu 50
ul/godeu (0,9 pg) de solutie de imunoglobuline (Ig) din antiseruri de iepure
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impotriva virusului NHI sau a virusului SHV, purificate cu proteina A, de
calitate dovedita, diluate intr-un tampon de carbonat (pH 9,6) continand 15 mM
azida de sodiu, si sunt incubate la 4 °C de-a lungul unei perioade cuprinse intre
18 ore si 2 saptamani.

66. Pe o placa de diluare, fiecare esantion continand 1 % Triton X-100 si
controalele pozitive se dilueaza cu o solutie tamponsi anume, tampon fosfat salin
(PBS)-T-BSA, 1 % BSA in patru raporturi de dilutie si respectiv nediluat, 1:4,
1:16 si 1:64. Se spala placile ELISA in PBS continand 0,05 % Tween-20 (PBS-
T) s1 50 pl din fiecare dilutie se transferd de pe placa de diluare pe placa ELISA
spalata si umpluta.

67. Placile ELISA se incubeaza timp de 30 de minute la 37 °C, apoi se
spala si se lasa la incubat timp de 30 de minute la 37 °C in prezenta anticorpilor
monoclonali specifici (s1 anume MAb IP5B11 pentru identificarea VHSV si Hyb
136-3 pentru identificarea VNHI). Se transfera pe placa ELISA 50ul anticorpi
antisoarece de iepure conjugati cu peroxidaza din hrean (HRP), diluati 1:1 000 in
PBS-T-BSA. Dupa o noua spdlare, sunt declansate reactiile adaugand 50 ul de
orto-fenilendiamina (OPD) in fiecare godeu. Placile ELISA se incubeaza timp de
20 de minute la temperatura camerei, in intuneric, iar reactia se opreste prin
addugarea a 100 pl de 0,5 M H2SOg4 1n fiecare godeu.

68. Absorbanta este monitorizatd la o lungime de unda de 492 si 620 nm
intr-un cititor ELISA. Esantioanele sunt declarate pozitive sau negative, dupa
compararea rezultatelor testului cu valorile absorbantei pentru controalele
pozitive si negative. In general, esantioanele cu absorbanti totali (A) <0,5
pentru material nediluat sunt considerate negative, esantioanele cu valori A
cuprinse intre 0,5 st 1,0 sunt considerate suspecte, iar esantioanele cu valori A
> 1,0 sunt considerate pozitive.

69. Pot fi folosite alte variante ELISA cu eficacitate similara dovedita, in
locul celor mentionate la prezenta sectiune.

70. Imunofluorescenta (IF) se aplica pentru identificarea agentilor patogeni
listati VSHV si VNHI si1 se efectueaza prin infectarea celulelor in placi cu 96 de
godeuri ,,Black”, placi clasice cu 24 de godeuri sau pe lamele in placi cu 24 de
godeuri. La identificarea VNHI sau a VSHV sau a ambelor virusuri prin
infectarea celulelor pe lamele, se aplica urmatorul protocol:

1) lamelele sunt Insamantate cu celule la o densitate care sa asigure o
confluenta intre 60 % si 90 % dupa 24 de ore de la cultivare. Daca este posibil se
folosesc celule EPC in acest scop, datorita aderentei lor ridicate la suprafetele de
sticla, dar se pot folosi si alte linii celulare, de exemplu BF-2, RTG-2 sau FHM.
Se inoculeazda 150 pl de supernatant al culturii celulare in doud dilutii diferite
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(1:10 si 1:1 000) in doua exemplare pe culturi monostrat cu varsta de o zi si se
incubeaza la 15 °C timp de 24 de ore.

2) ulterior, se elimind mediul de cultura celulard si monostraturile de
celule infectate sunt fixate cu 0,5 ml solutie apoasa de acetona rece (80 %
vol/vol). Fixarea are loc sub hota de tiraj timp de 15 minute la temperatura
camerei, apoi se Indeparteaza solutia de acetona si se usucd lamelele la aer timp
de cel putin 30 de minute. In acest stadiu, plicile sunt prelucrate imediat sau
depozitate la o temperaturda de — 20 °C in vederea utilizarii ulterioare;

3) anticorpii monoclonali specifici (si anume MAb IP5SB11 pentru
identificarea VSHV si Hyb 136-3 pentru identificarea VNHI) sunt diluati in
PBST 0,01 M, cu pH 7,2, la dilutia recomandata de catre furnizorul de anticorpi
monoclonali; acestia sunt adaugati apoi la monostraturile fixate, utilizandu-se 50-
100 pl pentru fiecare godeu, si placile se incubeaza timp de o ora la 37 °C intr-0
etuva umeda;

4) lamelele sunt spalate usor de trei ori cu PBS continand 0,05 % Tween-
20 (PBS-T), iar tamponul se elimina complet dupa ultima clatire. Ulterior,
celulele sunt incubate timp de o ord la 37 °C cu anticorpi impotriva
imunoglobulinelor de soarece conjugati cu izotiocianat de fluoresceina (FITC)
sau cu tetrametilrodaminad-5(si 6)-izotiocianat (TRITC), utilizati ca anticorpi
primari, diluati in conformitate cu instructiunile furnizorului; se spald din nou cu
PBS-T si se usucd. Culturile colorate se monteaza pe lame de sticla folosindu-se
0 solutie de glicerol salin si se examineaza la lumina ultravioletd incidenta. Se
folosesc oculare de 10 x sau 12 x si obiective de x 25 sau x 40, ale cdror aperturi
numerice sunt > 0,7 si respectiv > 1,3.

71. Alternativ, se pot aplica si alte tehnici IF cu privire la culturile
celulare, la fixare si la anticorpii de referinta, cu o eficacitate similard dovedita.

72. In procesul de Neutralizarea se elimini celulele din supernatantul
colectat, prin centrifugare (2 000-4 000 x g) sau prin filtrare cu membrana (0,45
um) cu procent scdzut de absorbtie a proteinelor, apoi se dilueaza supernatantul
1:100 s1 1:10 000 in mediul de cultura celulara.

73. Se amesteca parti alicote din minimum doua dilutii ale supernatantului
si se incubeaza separat timp de 60 de minute la 15 °C in parti egale cu urmatorii
reactivi:

1) ser continand anticorpi impotriva VSHYV la o dilutie de 1:50 (vol:vol);

2) ser continand anticorpi impotriva VNHI la o dilutie de 1:50 (vol:vol);

3) amestec de antiser impotriva serotipurilor indigene ale VNPI la o dilutie
de 1:50 (vol:vol);

4) doar mediu (control pozitiv).
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50 pl din fiecare amestec format din supernatantul cu virusul de identificat
si ser se inoculeaza pe cel putin doua culturi celulare si se incubeaza la 15 °C. Se
urmareste aparitia ECP asa cum este descris la punctul 57.

74. Tulpinile de VSHV si izolatele care nu reactioneaza la testele de
neutralizare se identifica prin IF sau ELISA.

75. Se pot aplica si alte teste de neutralizare, cu eficacitate similara
dovedita.

76. Toate manipularile ARN-ului se realizeaza pe gheatd, utilizand
manusi.

77. Se extrage ARN-ul prin metoda fenol-cloroform sau prin
cromatografie de afinitate pe coloane, in conformitate cu instructiunile
producatorului. Pot fi utilizate kituri de extractie a ARN-ului disponibile pe
piatd, care permit obtinerea unui ARN de inalta calitate, ce poate fi utilizat in
protocoalele RT-PCR detaliate la punctele de mai jos.

78. ARN-ul este resuspendat in apa distilata fara ARN-aza (si anume, apa
tratatd cu 0,1 % pirocarbonat de dietil) sau cu o solutie tampon de elutie
adecvata.

79. Urmatorii primeri se utilizeaza pentru detectarea VNHI:

Primer sens 5'-AGA-GAT-JRC-TAC-ACC-AGA-GAC-3;

Primer antisens 5'-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTG-CAA-3'.

Se utilizeaza urmatoarele cicluri (RT-PCR intr-o singura etapa): 1 ciclu:
50 °C timp de 30 de minute; 1 ciclu: 95 °C timp de 2 minute; 30 de cicluri: 95 °C
timp de 30 de secunde, 50 °C timp de 30 de secunde, 72 °C timp de 60 de
secunde; 1 ciclu: 72 °C timp de 7 minute si imersie la temperatura de 4 °C.

80. Urmatorii primeri se utilizeaza pentru detectarea VSHV:

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

VN Rev 5'-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3'.

Se utilizeazd urmatoarele cicluri (RT-PCR intr-o singurd etapd): 50 °C
timp de 30 de minute, 95 °C timp de 15 minute, 35 de cicluri la 94 °C timp de 30
de secunde, 55°C timp de 30 de secunde si 68 °C timp de 60 de secunde.
Ulterior, reactia se mentine la o temperatura de 68 °C timp de 7 minute.

Cantitatea si specificitatea reactiilor RT-PCR se evalueazd prin
electroforeza in gel de agaroza 1,5 % cu bromura de etidiu, iar produsii de reactie
sunt examinati prin transiluminare ultravioleta. Pentru VNHI se poate observa un
produs de amplificare prin PCR de 693 pb. In ceea ce priveste VSHV,
dimensiunea produsului de amplificare este de 505 pb.
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Rezultatele PCR pot varia in functie de conditiile in care este realizata
metoda, si se permite optimizarea protocoalelor termice, in functie de termociclul
utilizat. Se pot obtine rezultate fals-pozitive din cauza unor erori in ceea ce
priveste atasarea primerilor sau din cauza contamindrii in laborator acreditat.
Prin urmare, pentru a se evita orice dubiu, sunt incluse controale pozitive si
negative adecvate si produse de amplificare a secventei. In ceea ce priveste
primerii VSHV, utilizarea celulelor BF-2 necesita o atentie speciald, deoarece
primerii pot reactiona cu ADN-Ul/ARN-ul liniei celulare, producand rezultate
fals-pozitive de dimensiuni similare. In cazul in care testul se realizeazi pe
supernatant provenind de la celule BF-2, toate fragmentele amplificate prin PCR
sunt secventiate.

81. Amplificarea VSHV, se efectueaza utilizdnd urmatorii primeri si
urmatoarea sonda:

Primer sens: 5'-AAA-CTC-GCA-GGA-TGT-GTG-CGT-CC-3’;

si sonda: 5'-FAM-TAG-AGG-GCC-TTG-GTG-ATC-TTC-TG-BHQ1.

RT-qPCR intr-o singura etapa:

Pentru fiecare serie de placi se includ controale pozitive si negative.
Succesiunea ciclurilor: 50 °C timp de 30 de minute, 95 °C timp de 15 minute, 40
de cicluri la 94 °C timp de 15 secunde, 60 °C timp de 40 de secunde si 72 °C
timp de 20 de secunde; se ajusteaza daca este necesar. Alternativ, se pot aplica si
alte versiuni de RT-PCR sau de RT-qPCR, cu eficacitate similara dovedita.

82. Amplificarea VNHI, se efectueaza utilizdnd urmatorii primeri si
urmatoarea sonda:

Primer sens: 5'- AGA-GCC-AAG-GCA-CTG-TGC-G-3";

Primer antisens: 5'- TTCTTTGCGGCTTGGTTGA - 3’;

si sonda: 5' 6FAM-TGAGACTGAGCGGGACA-NFQ/MGB.

RT-gPCR in doua etape:

Se acorda multa atentie manipularii tuburilor intre reactii, pentru a preveni
contaminarea.

Succesiunea ciclurilor (dupa etapa in timp real): 50 °C timp de 2 minute,
95 °C timp de 10 minute, apoi 40 de cicluri la 95 °C timp de 15 secunde si 60 °C
timp de 1 minut; se efectueaza ajustari, daca este necesar.

Alternativ, se pot aplica si alte versiuni de RT-PCR sau de RT-gPCR, cu
eficacitate dovedita.

83. In cazul in care este necesar un examen de laborator pentru
confirmarea sau infirmarea prezentei NHI sau a SHV sau a ambelor boli, se
utilizeaza urmatoarele metode de diagnostic;

1) izolarea conventionala a virusului, urmata de identificarea acestuia prin
seroneutralizare sau prin metode imunochimice sau moleculare;

2) detectarea virusului prin RT-PCR sau RT-gPCR,;
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3) alte tehnici de diagnostic, cum ar fi IFAT, ELISA, RT-PCR, IHC,

84. Pentru izolarea conventionala a virusului, urmata de identificarea
acestuia si selectarea esantioanelor trebuie selectati pentru examinare cel putin
10 pesti care prezintd semnele tipice de NHI sau de SHV.

85. Materialul tisular poate fi supus si altor tehnici de diagnostic, cum ar fi
IFAT pe sectiuni congelate sau imunohistochimie pe material tisular fixat cu
formol dar si un examen virusologic, in conformitate cu punctul 83 subpunctul 1)
sau 2), la mai putin de 48 de ore de la prelevarea de esantioane, daca s-a obtinut
un rezultat negativ; sau s-a obtinut un rezultat pozitiv cu un material care
reprezintd primul caz de NHI sau SHV.

.....

culturilor celulare la infectie se utilizeaza cel putin doud izolate de VSHYV si un
izolat de VNHI. Aceste izolate sunt reprezentative pentru principalele grupe de
virusuri. Se folosesc izolate bine definite. Loturile de virusuri avand un numar
redus de pasaje pe culturi celulare sunt cultivate in flacoane de culturi celulare pe
celule BF-2 sau RTG-2 pentru VSHYV si pe celule EPC sau FHM pentru VNHI.
Se foloseste un mediu de culturd celulard la care se adauga cel putin 10 % ser.
Pentru inoculare se foloseste un indicator MOI cu valoare scazuta (< 1). Atunci
cand ECP este total, virusul este colectat prin centrifugarea supernatantului
culturii celulare la 2 000 x g timp de 15 minute, sterilizat prin filtrare printr-o
membrana de 0,45 pm si repartizat in criotuburi etichetate. Virusul este pastrat la
— 80 °C. La o saptamana dupa congelare, se decongeleaza in apa rece trei fiole
din fiecare virus si se titreaza pe liniile celulare respective. Fiecare izolat de virus
se decongeleaza si se titreaza cel putin o datd la sase luni sau in cazul in care se
descriu in detaliu si sd se aplice aceeasi procedurd de fiecare datd. Titrarea prin
dilutie limita sa cuprinda cel putin sase replicari din fiecare serie de dilutii.
Titrurile sunt comparate cu titrurile obtinute anterior. In cazul in care titrul unuia
dintre cele trei izolate de virus scade cu un factor de 2 log sau mai mult fata de
titrul initial, linia celulard nu mai este folositd in scopuri de supraveghere. In
cazul in care se conserva in laboratorul acreditat linii celulare diferite, fiecare
linie se examineaza separat. Registrele cu evidentele de laborator se pastreaza cel
putin 10 ani.

Capitolul 11
METODE DE SUPRAVEGHERE SI DE DIAGNOSTIC iN CEEA CE
PRIVESTE BOALA HERPETICA A CRAPULUI KOI (KOl
HERPESVIRUS DISEASE — KHVD)
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Sectiunea 1
Cerinte referitoare la programele de supraveghere si de eradicare
in vederea obtinerii si mentinerii statutului ,,indemn de boala” in ceea ce
priveste boala herpetica a crapului koi KHVD.

87. In cazul in care este necesard supravegherea individualizati a
populatiilor salbatice, in ceea ce priveste boala herpetica a crapului koi KHVD,
boala cauzata de virusul herpetic al crapului koi (koi herpesvirus — KHV), care
apartine familiei Alloherpesviridae. Denumirea stiintifica este herpesvirusul 3 al
ciprinidelor (cyprinid herpesvirus 3— CyHV-3), precum si a prevenirii
raspandirii infectiei cu virusul herpetic al crapului koi (KHV), numarul si
distributia geografica a punctelor de prelevare sunt determinate astfel incat sa se
obtind o acoperire rezonabild a zonei sau a compartimentului. Punctele de
prelevare este de asemenea reprezentative pentru diferitele ecosisteme in care se
gasesc populatiile sdlbatice sensibile, si anume rauri si lacuri.

88. Supravegherea individualizatd se bazeazd pe monitorizarea regulata a
siturilor care detin specii sensibile. Siturile sunt monitorizate cand temperatura
apei a atins niveluri propice aparitiei bolii (> 15 °C) si cel mai devreme la doua
saptamani dupa data la care sunt atinse aceste temperaturi. Toti pestii bolnavi sau
care prezintd un comportament anormal gasiti in cadrul sitului fac obiectul
esantionarii si al testelor.

89 Sunt inclusi in esantion pesti care sunt tinuti o perioada de timp
indelungata la temperaturi propice dezvoltarii virusului, si anume o perioada de
doua pana la trei sdptdmani la temperaturi cuprinse intre 15 °C si 26 °C. Poate fi
acceptata metoda descrisa in continuare:

1) colectarea unei sub-populatii in momentul transferului din iazul de iarna
in 1azul de vard si mentinerea pestilor in aceeasi apa ca cea a iazului de vara pana
la obtinerea temperaturii minime cerute; sau

2) colectarea esantioanelor in timpul recoltarii sau in timpul altor
operatiuni de manipulare a pestilor care fac parte din practicile de gestionare
normale. Esantioanele se colecteaza intre 24 si 72 de ore dupa astfel de practici
de gestionare, pentru a spori sansele de detectare a KHV.

90. Atunci cand fermele sau populatiile sdlbatice fac obiectul controlului
sau al esantionarii de mai multe ori pe an, intervalul dintre controalele sau dintre
prelevari trebuie sa fie cat mai lung posibil in sezonul in care este probabil ca
temperatura apei sd atingad valorile maxime anuale, fard a depasi limita de 28 °C.

91. Toate unitatile de productie, cum ar fi iazurile si bazinele, sunt supuse
controlului in vederea stabilirii prezentei pestilor morti, debilitati sau cu
comportament anormal.
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Specia Cyprinus carpio si incrucisarile acesteia, cum ar fi Cyprinus
carpio x Carassius auratus, sunt prelevate atunci cand sunt prezente in ferma.

92. Pestii care urmeaza a fi colectati drept esantioane sunt selectati dupa
cum urmeaza:

1) daca sunt prezenti pesti debilitati, cu comportament anormal sau care au
murit recent, dar care nu sunt descompusi, acesti pesti trebuie selectati;

2) daca se utilizeaza mai mult de o sursa de apa pentru productia de peste,
trebuie inclusi in esantion pestii care reprezinta toate sursele de apa;

3) pestii sunt colectati in asa fel incat toate partile fermei si toate clasele de
varsta grupate pe ani sunt reprezentate proportional In esantion.

93. Pentru obtinerea statutului ,,indemn de boala” (categoria I) in ceea ce
priveste KHVD se prevede cd o zond sau un compartiment cu un statut de
categoria Il in ceea ce priveste KHVD poate obtine statutul de categoria I atunci
cand toate fermele care detin specii sensibile din, zona sau compartimentul in
cauza respecta cerintele referitoare la statutul ,,indemn de boala™.

Punctele in care se preleveaza esantioane de la populatiile sdlbatice
selectionate in conformitate cu partea respectivd sunt supuse unuia dintre
urmatoarele programe de supraveghere:

1) modelul A — program de supraveghere cu durata de doi ani, fermele sau
punctele de prelevare sd fi facut obiectul controlului si al esantionarii timp de o
perioadd minimd de doi ani consecutivi §i are rezultate negative in ceea ce
priveste KHV si este exclusa orice suspiciune privind KHVD;

2) modelul B — program de supraveghere cu durata de patru ani, cu
esantion de dimensiuni reduse. Fermele sau punctele de prelevare sa fi facut
obiectul controlului si al esantiondrii timp de o perioadda minima de patru ani
consecutivi, si in aceasta perioada de patru ani, testarea tuturor esantioanelor prin
utilizarea metodelor de diagnostic stabilite la punctul 122-123. a obtinut rezultate
negative in ceea ce priveste KHV si este exclusd orice suspiciune privind
KHVD;

94. In cazul in care, in timpul punerii in aplicare a programului de
supraveghere de patru ani este confirmata o infectie cu KHV intr-o ferma inclusa
in programul de supraveghere respectiv si, prin urmare, a fost retras statutul de
categoria II al fermei, ferma respectiva poate sa isi recastige imediat statutul de
categoria II si sd continue punerea in aplicare a programului de supraveghere
pentru a obtine statutul ,,indemn de boald” fara sa puna in aplicare un program de
eradicare, astfel cum este descris in prezenta sectiune, cu conditia ca ferma sa
indeplineascd urmatoarele conditii:

1) este o ferma al carei statut in ceea ce priveste KHVD este independent
de starea de sdndtate a populatiilor de animale acvatice din apele naturale din
vecinatate in ceea ce priveste aceasta boala listata;
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2) a fost golitd, curatatd, dezinfectata si supusa unei perioade de vid
sanitar, durata este de cel putin sase saptamani;

3) a fost repopulata cu pesti proveniti din zone sau din compartimente care
au un statut de categoria I in ceea ce priveste KHVD.

95. Programul de eradicare prevede cd o zona sau un compartiment de
categoria V 1n ceea ce priveste KHVD poate obtine categoria I in ceea ce
priveste aceasta boald atunci cand toate fermele care detin specii sensibile din
zona sau compartimentul in cauza sunt obiectul cel putin al unui program de
eradicare, sunt aplicate masurile de control in mod efectiv si o zona de izolare,
care include un perimetru de protectie si un perimetru de supraveghere, este
instauratd in vecindtatea fermei (fermelor) declarate in mod oficial infectata
(infectate) cu KHV.

Zona de izolare a fost definita de la caz la caz, luand in considerare factorii
care influenteaza riscurile de raspandire a KHVD la pestii de crescatorie si la cei
salbatici, cum ar fi: numadrul, rata mortalitdtii si distributia cazurilor de
mortalitate a pestilor in cadrul fermei infectate cu KHV; distanta la care se
gasesc fermele Invecinate si densitatea acestora; apropierea de abatoare; fermele
cu care se intra in contact; speciile prezente la ferme; practicile de acvacultura
aplicate in fermele afectate si in fermele invecinate acestora; conditiile
hidrodinamice si alti factori pertinenti din punct de vedere epidemiologic care
sunt identificati.

96. Pentru stabilirea perimetrului de protectie si de supraveghere se
stabileste un perimetru de protectie in imediata vecindtate a fermei declarate in
mod oficial infectata cu KHV si acest perimetru sa corespunda intregului bazin
hidrografic al fermei declarate in mod oficial infectata cu KHV.

97. Agentia poate limita extinderea perimetrului la anumite parti ale
bazinului hidrografic, cu conditia sa nu se compromitad prevenirea raspandirii
KHVD, se stabileste un perimetru de supraveghere in afara perimetrului de
protectie, perimetrul de supraveghere trebuind sa corespunda unei zone situate in
jurul perimetrului de protectie stabilit.

98. Toate fermele in care sunt tinute specii sensibile, care se afld in
perimetrul de protectie si care nu sunt declarate Tn mod oficial infectate cu KHV
sunt obiectul unei anchete oficiale care include cel putin urmatoarele elemente:

1) prelevarea de esantioane pentru testarea a 10 pesti, in cazul in care se
observa semne clinice sau post-mortem compatibile cu KHVD, sau pentru
testarea a 30 de pesti, In cazul in care nu se observda semne clinice sau post-
mortem;

2) un control sanitar-veterinar; in fermele in care testele au avut rezultate
negative; controalele sanitar-veterinare continua o data pe luna pe parcursul
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sezonului in care este probabil ca temperatura apei s depaseasca 15 °C, pana
cand se renunta la perimetrul de protectie.

99. Toate fermele declarate in mod oficial infectate cu KHV sunt golite,
curdtate, dezinfectate si supuse unei perioade de vid sanitar. Durata perioadei de
vid sanitar este de cel putin sase sdptdmani. Dupad golirea tuturor fermelor
declarate in mod oficial infectate care se gasesc in acelasi perimetru de protectie,
sa se respecte o perioada de vid sanitar sincronizat de cel putin trei sdptdmani.

Prevederile prezentului punct se referd si noilor ferme declarate in mod
oficial infectate in timpul punerii in aplicare a programului de eradicare.

100. Atunci cand intervine o perioadda de vid sanitar pentru fermele
declarate Tn mod oficial infectate, perimetrele de protectie sunt transformate in
perimetre de supraveghere.

101. Agentia decide, pe baza unei evaludri a riscurilor sa solicite golirea,
curdtarea, dezinfectia si o perioada de vid sanitar pentru alte ferme care se afla in
interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite. Durata perioadei
de vid sanitar este stabilitd de Agentie pe baza unei evaluari a riscurilor de la caz
la caz.

102. Toate fermele declarate iIn mod oficial infectate cu KHV si toate
celelalte ferme care au facut obiectul unui vid sanitar, situate in interiorul
perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite, sunt repopulate cu pesti
provenind din zone sau din compartimente care au un statut sanitar de categoria |
in ceea ce priveste KHVD; sau pentru o perioada de tranzitie, cu pesti provenind
din zone sau din compartimente cu un program de supraveghere a KHVD
aprobat.

103. Repopularea sa aiba loc numai dupa ce toate fermele declarate Tn mod
oficial infectate cu KHV sunt golite, curdtate, dezinfectate si sunt obiectul unui
vid sanitar in conformitate cu punctul 99-101.

104. Toate fermele care detin specii sensibile din, zona sau
compartimentul care fac obiectul programului de eradicare precum si, in cazul in
care este necesard supravegherea populatiilor sdlbatice, punctele de prelevare
selectate sunt apoi obiectul programului de supraveghere prevazut la punctul 93.

105. Un compartiment care cuprinde o singura ferma, care are statut
sanitar de categoria I in ceea ce priveste KHVD, al carui statut sanitar in ceea ce
priveste KHVD este independent de cel al apelor naturale din vecinatate si al
carui statut sanitar de categoria I a fost retras, poate redobandi statutul de
categoria I in ceea ce priveste KHVD imediat ce Agentia a confirmat ca sunt
respectate urmatoarele conditii:
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1) ferma a fost golita, curatatd, dezinfectata si supusa unei perioade de vid
sanitar; durata perioadei de vid sanitar a fost de cel putin sase saptamani,

2) ferma a fost repopulatd cu pesti provenind din zone sau din
compartimente care au un statut sanitar de categoria | sau din compartimente cu
un program de supraveghere a KHVD aprobat (statut sanitar de categoria I1).

106. In cazul in care este necesard o supraveghere individualizatd pentru
mentinerea statutului sanitar de categoria I, toate fermele care detin specii
sensibile enumerate in Anexa nr.3 la Norma sanitar-veterinara privind conditiile
de sanatate a animalelor si produselor de acvacultura si masurile de prevenire si
combatere a anumitor boli la animalele acvatice aprobata prin Hotararea
Guvernului nr. 239/2009 din zona sau compartimentul in cauza sunt supuse
inspectiei sanitare si esantiondrii, Tn conformitate cu tabelul 5 din Anexa la
norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de
diagnostic a bolilor la animalele acvatice, tindnd cont de nivelul riscului de
contaminare a fermei cu KHV.

107. In compartimentele cu statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste
KHVD care includ una sau mai multe ferme al caror statut sanitar in ceea ce
priveste KHVD este dependent de statutul al apelor naturale din vecinatate
privind aceastd boala listatd, frecventa controalelor sanitare sa corespunda
numarului cu risc ridicat prevazut in tabelul 6 din Anexa la norma sanitar-
veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la
animalele acvatice.

108. In zonele sau in compartimentele in care existd un numar limitat de
ferme, iar supravegherea individualizatd a acestor ferme nu furnizeaza date
epidemiologice suficiente, programele de supraveghere in vederea mentinerii
statutului ,,indemn de boald” includ puncte de prelevare selectionate in
conformitate cu cerintele prevazute la punctul 128-131.

109. Dintre aceste puncte de prelevare, 50 % sunt obiectul inspectiei si
prelevarii de esantioane in fiecare an, prin rotatie. Esantionarea sa se realizeze in
conformitate cu tabelul 6 din Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele
de supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice.
Esantioanele sunt selectate, pregatite si examinate astfel cum este descris in
sectiunea 2, iar examenele de laborator sa aibd rezultate negative in ceea ce
priveste prezenta agentului KHVD.

110. Statutul ,,indemn de boald” se mentine doar atat timp cat toate

esantioanele testate au rezultate negative pentru KHVD si orice suspiciune
privind KHVD este exclusa.
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111. Cerinte specifice pentru eliminarea masurilor de prevenire a
raspandirii bolilor prevazute de Norma sanitar-veterinara privind conditiile de
sdnatate a animalelor si produselor de acvaculturd si masurile de prevenire si
combatere a anumitor boli la animalele acvatice aprobatd prin Hotararea
Guvernului nr. 239/2009, in vederea obtinerii statutului sanitar de categoria III in
ceea ce priveste KHVD prevad cd, o zona sau un compartiment care are statutul
sanitar de categoria V in ceea ce priveste KHVD poate obtine statutul sanitar de
categoria II1 in ceea ce priveste aceastd boala listata, cu conditia ca:

1) cerintele previzute la punctul 79-101. sunt indeplinite. In cazul in care
nu este posibil, din punct de vedere tehnic, se instaureaza vidul sanitar, fermele
in cauza sunt obiectul unei masuri alternative care ofera garantii aproape identice
in ceea ce priveste eradicarea virusului KHV din mediul fermei;

2) toate fermele declarate in mod oficial infectate si toate celelalte ferme
care sunt obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri alternative in conformitate
cu subpunctul 1), situate in perimetrele de protectie si de supraveghere stabilite,
sunt repopulate cu pesti provenind din zone sau din compartimente cu statut
sanitar de categoria I, I sau III in ceea ce priveste KHVD;

3) repopularea are loc numai dupa ce toate fermele declarate in mod oficial
infectate sunt golite, curatate, dezinfectate si sunt obiectul unui vid sanitar sau al
unor masuri alternative in conformitate cu subpunctul 1).

112. Pentru obtinerea si mentinerii statutului ,,indemn de boala” in ceea ce
priveste KHVD, trebuie examinate tesuturile care sunt parti din branhii si rinichi.
Se permite comasarea fragmentelor de organe care provin de la cel mult doi
pesti, pentru a obtine sau pentru a mentine statutul ,,indemn de boald” in ceea ce
priveste KHVD este folosita metoda de diagnostic PCR in timp real (qPCR) in
conformitate cu metodele si cu procedurile stabilite Sectiunea 2 din prezentul
Capitol.

113. Pentru anchetele oficiale care au drept scop confirmarea sau
excluderea suspiciunii privind KHVD, sunt examinate tesuturile care sunt parti
din branhii si rinichi. Este posibild comasarea fragmentelor de organe care provin
de la cel mult doi pesti, in ancheta oficiala se include cel putin un control sanitar-
veterinar si o prelevare de esantioane de la 10 pesti, in cazul in care se observa
semne clinice sau post-mortem compatibile cu infectia cu KHV, sau de la 30 de
pesti, in cazul in care nu se observa semne clinice sau post-mortem.

114. Esantioanele sunt testate folosind metoda de diagnostic stabilite la
Capitolul III sectiunea 2 si prezenta infectiei se considerd confirmata cu KHV in
cazul in care KHV este detectat cu ajutorul PCR., dar suspiciunea privind KHVD
poate fi exclusd in cazul in care acest test nu furnizeaza nicio alta dovada
referitoare la prezenta KHV.
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Sectiunea a 2-a
metode si proceduri de diagnostic detaliate pentru supravegherea si
confirmarea bolii herpetice a crapului koi (KHVD)

115 In cazul in care este necesar un examen de laborator pentru
confirmarea prezentei KHVD, in scopul diagnosticdrii se pot utiliza pesti
(expediati vii sau sacrificati si ambalati separat in recipiente aseptice sigilate)
sau, alternativ, organe congelate sau fragmente de organe conservate in etanol de
concentratie 80 % — etanol absolut sau intr-un mediu de transport viral (in
vederea prelucrarii in termen de 48 de ore de la colectare) pentru testare prin
metode bazate pe PCR conventionald sau pe qPCR.

116. Pentru detectarea KHV sunt colectate branhiile si rinichii; in plus,
splina, encefalul si intestinul pot fi incluse intr-un esantion suplimentar separat.
In cazurile de infectie acutd pot fi comasate tesuturi provenind de la cel mult
cinci pesti.

In anumite cazuri pot fi utilizate si alte esantioane care nu prevad
sacrificarea, cum ar fi sangele, frotiurile din branhii, biopsia branhiilor si
prelevarile de mucus (se utilizeaza la pesti foarte valorosi in cazul suspiciunii
privind prezenta KHV).

117. ADN-ul este extras in conformitate cu procedurile standard.

Pot fi utilizate kituri de extractic a ADN-ului disponibile pe piata, care
permit obtinerea unui ADN de Tnalta calitate, ce poate fi utilizat in protocoalele
PCR mentionate la punctul 118-120.

118. Detectarea si identificarea agentului prin metode bazate pe reactia de
polimerizare in lant (PCR). Pentru detectarea KHV se efectueaza urmatorul test
gPCR: primer sens (KHV-86f): 5- GACGCCGGAGACCTTGTG -3'; primer
antisens (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -3’ si sonda
(KHV-109p): 5-FAM- CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG -3'. Succesiunea
ciclurilor: un ciclu la 95 °C timp de 15 minute, apoi 40 de cicluri la 94 °C timp
de 15 secunde si la 60 °C timp de 60 de secunde. Pentru fiecare serie de placi
trebuie incluse controale pozitive si negative. Cu toate acestea, alternativ se pot
aplica si alte versiuni de qPCR, cu eficacitate similara doveditd. Se utilizeaza
testul descris la acest punct, care vizeaza gena timin kinaza (TK) a KHV. Cu
toate acestea, in locul sdu pot fi folosite alte teste PCR cu sensibilitate si
specificitate similare demonstrate.

Primer sens (KHV-TKf): 5'-GGGTTACCTGTAC GAG-3’;

Primer antisens (KHV-TKr): 5'-CACCCAGTAGATTA TGC-3".

Succesiunea ciclurilor: un ciclu la 95 °C timp de 5 minute, urmat de 35 de
cicluri la 95 °C timp de 30 de secunde, la 52 °C timp de 30 de secunde, la 72 °C
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timp de un minut si un ciclu la 72 °C timp de 10 minute. Dimensiunea
produsului ar trebui sa fie de 409 pb.

119. Rezultatele PCR pot varia in functie de conditiile in care este realizata
metoda, si anume ar putea fi necesard optimizarea protocoalelor termice, in
functie de ciclul termic utilizat. Se pot obtine rezultate fals pozitive din cauza
unor erori in ceea ce priveste atasarea primerilor sau din cauza contaminarii.
Pentru fiecare serie de placi trebuie incluse controale pozitive si negative. Cu
toate acestea, alternativ se pot aplica si alte versiuni de PCR, cu eficacitate
similard dovedita.

120. Prima detectare intr-o anumitd zond este confirmatd prin secventiere
sau trimisd la un laborator acreditat national de referintd sau la un laborator
acreditat de referintd international pentru bolile pestilor, in scopul identificarii
imediate a virusului.

121. In cazul in care sunt prelevate esantioane si sunt realizate examene de
laborator in scopul obtinerii sau al mentinerii unui anumit statut sanitar in ceea
ce priveste KHVD, utilizand metodele de diagnostic prevazute, trebuie aplicate
metodele si procedurile de diagnostic detaliate prevazute de prezenta Sectiune.

122. Se includ in esantion pesti care sunt tinuti o perioadd de timp
indelungata la temperaturi propice dezvoltarii virusului (si anume o perioada de
doud pand la trei sdptamani la temperaturi cuprinse intre 15 °C si 26 °C).
Esantioanele sunt colectate la minimum 24 de ore, dar nu mai tarziu de 72 de ore
dupa practicile de gestionare care pot reactiva virusul la pestii-vector, in vederea
sporirii sanselor de detectare a KHV.

123. n scopul supravegherii KHVD se pot trimite pesti vii sau sacrificati
si ambalati separat in recipiente aseptice sigilate sau, alternativ, organe congelate
sau fragmente de organe conservate in alcool 80 %-100 % sau intr-un mediu de
transport viral (in vederea prelucrarii in termen de 48 de ore dupd colectare)
pentru testare prin metode bazate pe PCR. Pentru supravegherea KHVD se va
colecta tesut din branhii si din rinichi, dacd este posibil sd se evite comasarea
tesuturilor de la mai multi pesti si se vor comasa tesuturi care provin de la cel
mult doi pesti. Esantioanele de dimensiune mai mare sunt omogenizate cu
ajutorul unui mojar si pistil sau al unui stomacher si trebuie prelevate
subesantioane extrase inainte de clarificare, in vederea extractiei ADN-ului In
mod alternativ, pot fi colectate subesantioane din fiecare tesut inclus in esantion
si pot fi introduse in tuburi pentru liza.
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124. ADN-ul este extras in conformitate cu procedurile standard. Pot fi
utilizate kituri de extractie a ADN-ului disponibile pe piata, ce poate fi utilizat in
protocoalele PCR mentionate la punctul 125.

Raportul acceptabil intre tesuturi si mediu este de 1:9 g/v. Testele sunt
realizate pe 20-25 mg de tesut.

125. Pentru supravegherea KHV trebuie utilizatai gPCR. In cazul in care
apar esantioane pozitive intr-o zond care nu a fost anterior confirmatd pozitiv,
rezultatele testelor sunt confirmate:

1) fie prin secventierea produsului PCR sau nested PCR, obtinut din
esantioane.

Secventa consens obtinuta trebuie sa coincida (cel putin in proportie de 98
%) cu secventele de referinta;

2) fie, alternativ, esantioanele pot fi trimise la un laborator acreditat
national de referintd pentru confirmare.

126. Trebuie aplicat protocolul de qPCR descris in cele ce urmeaza:

Primer sens (KHV-86f): 5'- GACGCCGGAGACCTTGTG -3/;

Primer antisens (KHV-163r): 5'- CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT -
3';

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

Succesiunea ciclurilor: un ciclu la 95 °C timp de 15 minute, apoi 50 de
cicluri la 94 °C timp de 15 secunde si la 60 °C timp de 60 de secunde.
Rezultatele qPCR pot varia in functie de conditiile in care este realizatd metoda,
si anume ar putea fi necesard optimizarea protocoalelor termice, in functie de
ciclul termic utilizat. Se pot obtine rezultate fals-pozitive din cauza unor erori in
ceea ce priveste atasarea primerilor sau din cauza contamindrii in laboratorul
acreditat. Pentru fiecare serie de placi trebuie incluse controale pozitive si
negative. Cu toate acestea, alternativ se pot aplica si alte versiuni de qPCR, cu
eficacitate similara dovedita.

127. Pentru confirmarea prezentei infectiet cu KHV se utilizeaza
protocolul de nested PCR descris in tabelul 8 din Anexa la norma sanitar-
veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la
animalele acvatice, urmat de secventierea produsului de amplificare. Rezultatele
PCR pot varia in functie de conditiile in care este realizata metoda, si anume ar
putea fi necesara optimizarea protocoalelor termice, in functie de termociclul
utilizat. In plus, se pot obtine rezultate fals-pozitive din cauza unor erori in ceea
ce priveste atasarea primerilor sau din cauza contamindrii in laboratorul
acreditat. Pentru fiecare serie de placi trebuie incluse controale pozitive si
negative. Alternativ, se pot aplica si alte versiuni de PCR, cu eficacitate similara
dovedita. Secventierea poate fi efectuata de laboratorul acreditat sau de societati
externe specializate in secventiere. Rezultatele secventierii sunt analizate
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comparand secventele cu secventele de referinta ale KHV cunoscute (numere de
acces la GenBank AP008984, DQ657948 si DQ177346). Secventa consens
obtinutd trebuie sd coincida cel putin in proportie de 98 % cu aceste secvente de
referinta.

Capitolul IV
METODE DE SUPRAVEGHERE SI DE ]?IAGNOSTIC iN CEEA CE
PRIVESTE ANEMIA INFECTIOASA A SOMONULUI (AIS)

Sectiunea 1
Cerinte referitoare la programele de supraveghere si de eradicare
in vederea obtinerii si mentinerii statutului sanitar ,,indemn de boala”
in ceea ce priveste anemia infectioasa a somonului ,,AIS”.

128. In cazul in care fermele fac obiectul controalelor sanitar-veterinare in
ceea ce priveste anemia infectioasa a somonului (,,AIS”)-boald cauzatd de virusul
anemiei infectioase a somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare
(VAIS), virus care apartine genului Isavirus, din familia Orthomyxoviridae si al
esantiondrii de mai multe ori pe an, intervalul dintre controalele sanitar-
veterinare sau dintre prelevari sunt cat mai lung posibil.

129. In cazul in care este necesari supravegherea individualizatd a
populatiilor salbatice, numarul si distributia geografica a punctelor de prelevare
sunt determinate astfel Incit sd se obtind o acoperire rezonabild a zonei sau a
compartimentului. Punctele de prelevare sunt de asemenea reprezentative pentru
diferitele ecosisteme 1n care se gasesc populatiile salbatice sensibile.

130. Se efectueaza controale sanitar-veterinara in toate unitatile de
productie, cum ar fi iazurile, bazinele si custile din plasd, pentru a depista
prezenta pestilor morti, debilitati sau cu un comportament anormal. Se acorda o
atentie deosebitd punctelor de evacuare a apei, unde pestii debilitati au tendinta
de a se acumula din cauza curentului.

131. Se preleveaza pesti muribunzi sau care au murit recent, dar incd nu
sunt in stare de putrefactie. In procesul de prelevare se da prioritate pestilor care
prezintd semne de anemie, sangerdri sau alte semne clinice care denota tulburari
circulatorii:

1) dacd somonul de Atlantic este una dintre speciile sensibile prezente in
cadrul sitului, trebuie prelevate cu prioritate esantioane din somonul de Atlantic,
dacd nu existd somon de Atlantic in ferma piscicola, trebuie prelevate esantioane
de la alte specii sensibile;

2) daca se utilizeaza mai mult de o sursd de apa pentru productia de peste,
trebuie inclusi in esantion pestii care reprezintd toate sursele de apa, pestii
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selectati includ pesti colectati in asa fel incat toate unitdtile de productie, cum ar
fi custile din plasa, bazinele si iazurile fermei, precum si toate clasele de varsta
grupate pe ani sunt reprezentate proportional in esantion.

132. Cerinte specifice pentru obtinerea statutului sanitar de categoria I in
ceea ce priveste AIS prevede c¢d o zona sau un compartiment cu statut sanitar de
categoria III in ceea ce priveste AIS poate obtine statutul sanitar de categoria I in
ceea ce priveste aceasta boala listatd, atunci cand toate fermele care detin specii
sensibile din zona sau compartimentul Tn cauzad respecta cerintele relevante si
atunci cand toate aceste ferme, punctele in care se preleveaza esantioane de la
populatiile sdlbatice selectionate sunt supuse urmadtorului program de
supraveghere:

1) fermele sau punctele de prelevare sunt obiectul controalelor sanitare si
al esantiondrii timp de o perioada minima de doi ani consecutivi, astfel cum se
prevede in tabelul 9 din Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele de
supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice;

2) in aceasta perioadd de doi ani, testarea tuturor esantioanelor prin
utilizarea metodelor de diagnostic stabilite la Capitolull IV Sectiunea 2. a avut
rezultate negative in ceea ce priveste virusul anemiei infectioase a somonului cu
deletie 1n regiunea cu polimorfism mare si a fost exclusa orice suspiciune privind
AlS;

3) in cazul in care, in timpul punerii in aplicare a programului de
supraveghere, este confirmatd AIS la o fermd inclusd in programul de
supraveghere si prin urmare, statutul sanitar de categoria Il a fost retras, trebuie
efectuat un program de eradicare in conformitate cu punctele 133-141.

133. O zona sau un compartiment cu statut sanitar de categoria V in ceea
ce priveste AIS poate obtine statutul sanitar de categoria I in ceea ce priveste
aceastd boala listatd, atunci cand toate fermele care detin specii sensibile din
zona sau compartimentul in cauza au facut obiectul unui program de eradicare si
masurile minime de control stabilite de Agentie, care sunt aplicate in mod efectiv
si, in special, o zond de izolare, care include un perimetru de protectie si un
perimetru de supraveghere, a fost instauratd in vecindtatea fermei (fermelor)
declarate In mod oficial infectatd (infectate) cu virusul anemiei infectioase a
somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare sau in care a fost
confirmata prezenta AIS.

134. Zona de izolare trebuie definita de la caz la caz, luand in considerare
factorii care influenteaza riscurile de raspandire a AIS la pestii de crescatorie sau
la cei salbatici, cum ar fi: numarul, rata mortalitatii si distributia cazurilor de
mortalitate a pestilor in cadrul fermei infectate cu virusul anemiei infectioase a
somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare sau in care a fost
confirmatd prezenta AIS; distanta la care se gdsesc fermele Invecinate si
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densitatea acestora; apropierea de abatoare; fermele cu care se intrd in contact;
speciile prezente la ferme; practicile de acvacultura aplicate in fermele afectate si
in fermele invecinate acestora; conditiile hidrodinamice si alti factori pertinenti
din punct de vedere epidemiologic care sunt identificati.

Pentru stabilirea perimetrului de protectie si a celui de supraveghere se
aplicd cerinte minime in ceea ce priveste delimitarea geograficd a acestor
perimetre descrise in prezenta sectiune.

135. Se stabileste un perimetru de protectie in imediata vecinatate a fermei
declarate Tn mod oficial infectatd cu AIS si acest perimetru sd corespunda
intregului bazin hidrografic al fermei declarate in mod oficial infectata cu AIS;
Agentia poate limita extinderea perimetrului la anumite parti ale bazinului
hidrografic, cu conditia cd sa nu se compromita prevenirea raspandirii AIS.

136. Se stabileste un perimetru de supraveghere in afara perimetrului de
protectie, perimetrul de supraveghere trebuind sa corespunda unei zone situate in
jurul perimetrului de protectie, inscrisd intr-un cerc cu raza de 10 km, calculata
din centrul perimetrului de protectie; sau unei zone echivalente stabilite pe baza
unor date hidrodinamice sau epidemiologice corespunzitoare; sau in zonele
interioare: unei zone situate in exteriorul perimetrului de protectie stabilit.

137. Toate fermele in care sunt tinute specii sensibile, care se afld in
perimetrul de protectie si care nu sunt declarate in mod oficial infectate cu AIS
sunt obiectul unei anchete oficiale care include cel putin urmatoarele elemente:

1) prelevarea de esantioane pentru testarea a minimum 10 pesti muribunzi,
in cazul in care se observa semne clinice sau post-mortem compatibile cu AlS,
sau pentru testarea a minimum 30 de pesti, In cazul in care nu se observa semne
clinice sau post-mortem;

2) un control sanitar-veterinar; in fermele pentru care testele sanitar-
veterinare au rezultate negative, controalele trebuie s continue o data pe luna
pana cand se renunta la perimetrul de protectie in conformitate cu punctul 138;

138. Toate fermele declarate in mod oficial infectate cu virusul anemiei
infectioase a somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare sau in care a
fost confirmata prezenta AIS, sunt golite, curdtate, dezinfectate si supuse unei
perioade de vid sanitar timp de cel putin trei luni. Se poate renunta la perimetrele
de protectie si de supraveghere atunci cand toate fermele situate in perimetrul de
protectie sunt golite, curatate, dezinfectate si ulterior a fost respectata o perioada
de vid sanitar sincronizat de cel putin sase sdptamani. Atunci cand intervine o
perioadd de vid sanitar pentru fermele declarate in mod oficial infectate,
perimetrele de protectie sunt transformate in perimetre de supraveghere. Agentia
decide, pe baza unei evaludri a riscurilor, sa solicite golirea, curatarea,
dezinfectia si o perioadd de vid sanitar pentru alte ferme care se afld in interiorul
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perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite. In cazul acestor ferme,
durata perioadei de vid sanitar este stabilitda de Agentie pe baza unei evaludri a
riscurilor de la caz la caz.

139. Toate fermele declarate in mod oficial infectate virusul anemiei
infectioase a somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare sau in care a
fost confirmata prezenta AIS si toate celelalte ferme care au facut obiectul unui
vid sanitar, situate 1n interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere
stabilite, sunt repopulate cu pesti care provin din zone sau din compartimente cu
statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste AIS.

140. Repopularea sa aiba loc numai dupa ce toate fermele declarate in mod
oficial infectate sunt golite, curatate, dezinfectate si au facut obiectul unui vid
sanitar in conformitate cu punctul 138.

141. Toate fermele care detin specii sensibile din zona sau compartimentul
care fac obiectul programului de eradicare precum si, in cazul in care este
necesard supravegherea populatiilor sdlbatice, punctele de prelevare selectate in
conformitate cu punctele 128.-131., fac apoi obiectul programului de
supraveghere prevazut la punctul 132.

142. Un compartiment care cuprinde o singurd ferma care are statut sanitar
de categoria I in ceea ce priveste AIS, al carui statut sanitar este independent de
cel al apelor naturale din vecinatate si al carui statut sanitar de categoria I a fost
retras, poate redobandi statutul imediat ce Agentia a confirmat ca sunt respectate
urmatoarele conditii:

1) ferma a fost golita, curatata, dezinfectata si supusa unei perioade de vid
sanitar; durata perioadei de vid sanitar este de cel putin sase sdptdmani,

2) ferma a fost repopulatd cu pesti provenind din zone sau din
compartimente care au un statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste AIS.

143. In cazul in care este necesard o supraveghere individualizatd pentru
mentinerea statutului sanitar de categoria I, toate fermele care detin specii
sensibile enumerate in Anexa nr.3 la Norma sanitar-veterinara privind conditiile
de sandtate a animalelor si produselor de acvaculturd si masurile de prevenire si
combatere a anumitor boli la animalele acvatice aprobata prin Hotararea
Guvernului nr. 239/2009 din zona sau compartimentul in cauza sunt supuse
controalelor sanitare si esantionarii, in conformitate cu tabelul 10 din Anexa la
norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de
diagnostic a bolilor la animalele acvatice, tindnd cont de nivelul riscului de
contaminare a fermei cu AlS.
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144. La determinarea frecventei controalelor sanitare pentru
compartimentele care au statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste AIS, si al
caror statut sanitar in ceea ce priveste AIS depinde de statutul sanitar al apelor
naturale din vecinatate in care exista somon de Atlantic (Salmo salar), riscul de
contaminare cu AlS este considerat ridicat.

145. Statutul ,,indemn de boalda” in ceea ce priveste AIS se mentine doar
atat timp cat toate esantioanele testate utilizand metodele de diagnostic prevazute
la punctul 149. au rezultate negative pentru virusul anemiei infectioase a
somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare si a fost exclusd orice
suspiciune privind AIS, in conformitate cu metodele de diagnostic prevazute la
Capitolul IV sectiunea 2.

146. O zona sau un compartiment care are statutul sanitar de categoria V
in ceea ce priveste virusul anemiei infectioase a somonului cu deletie in regiunea
cu polimorfism mare poate obtine statutul de categoria III cu conditia ca:

1) cerintele previzute la punctele 133-138 sunt indeplinite. In cazul in care
nu este posibil, din punct de vedere tehnic, sa se instaureze vidul sanitar, fermele
in cauzd sunt obiectul unei masuri alternative care sa ofere garantii aproape
identice in ceea ce priveste eradicarea VAIS din mediul fermei;

2) toate fermele declarate in mod oficial infectate si toate celelalte ferme
care au facut obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri alternative in
conformitate cu subpunctul 1), situate in perimetrele de protectie si de
supraveghere stabilite, sunt repopulate cu pesti provenind din zone sau din
compartimente cu statut sanitar de categoria I, II sau III in ceea ce priveste AIS;

3) repopularea are loc numai dupa ce toate fermele declarate in mod oficial
infectate sunt golite, curdtate, dezinfectate si au facut obiectul unui vid sanitar
sau al unor masuri alternative in conformitate cu subpunctul 1);

4) sa nu fi fost confirmata infectia cu virusul anemiei infectioase a
somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare in cursul perioadei de doi
ani care urmeaza punerii in aplicare a masurilor mentionate la subpunctul 1), 2)
si 3) si a fost excluse suspiciunile in cursul acestei perioade, in conformitate cu
procedurile stabilite la punctul 150.

147. Tesuturile care se exameneaza sunt:

1) histologie: rinichi anterior, ficat, inima, pancreas, intestin, splind si
branhii;

2) imunohistochimie: rinichi median si inimd, inclusiv valvele si bulbus
arteriosus;

3) analiza RT-qPCR: rinichi median si inima;

4) cultura virusurilor: rinichi median, inima, ficat si splina.
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148. Este posibila comasarea fragmentelor de organe care provin de la cel
mult cinci pesti.

149. Metoda de diagnostic care trebuie utilizatd pentru a obtine sau a
mentine statutul ,,indemn de boald” in ceea ce priveste AIS este RT-gPCR,
urmata de secventierea esantioanelor pozitive in conformitate cu metodele si cu
procedurile detaliate stabilite in Capitolul IV sectiunea 2. In cazul in care
rezultatul RT-qPCR este pozitiv, se testeaza esantioanele suplimentare inainte de
punerea in aplicare a primelor mdsuri de combatere. Aceste esantioane trebuie
testate dupda cum urmeaza, in conformitate cu metodele si cu procedurile
detaliate stabilite in Capitolul IV sectiunea 2., examinarea esantioanelor prin RT-
qPCR, inclusiv secventierea genei HE pentru a verifica deletia in regiunea cu
polimorfism mare; si examinarea in preparate tisulare, cu ajutorul unor anticorpi
specifici impotriva VAIS (si anume [HC pe sectiuni fixate sau IFAT pe amprente
tisulare); sau izolarea si identificarea VAIS intr-o cultura celulara de la cel putin
un esantion prelevat de la orice peste care provine din ferma.

150. In cazul in care trebuie confirmati sau exclusi suspiciunea privind
AIS, trebuie respectatd urmatoarea procedura In ceea ce priveste inspectia,
prelevarea de esantioane si testarea:

1) ancheta oficiala include cel putin un control sanitar-veterinar si o
prelevare de esantioane de la 10 pesti muribunzi, in cazul in care se observa
semne clinice sau post-mortem compatibile cu AIS. In cazul in care nu se
observa semne clinice sau post-mortem compatibile cu AIS, inspectia sanitara
este urmata de prelevarea de esantioane specifice de la cel putin 30 de pesti
muribunzi sau pesti care au murit recent, cu constitutie normala. Esantioanele
sunt testate in conformitate cu metodele de diagnostic prevazute la subpunctul
2);

2) in cazul in care rezultatul RT-gPCR este pozitiv pentru virusul anemiei
infectioase a somonului cu deletie in regiunea cu polimorfism mare, trebuie
testate esantioane suplimentare inainte de punerea in aplicare a primelor masuri
de combatere. Suspiciunea privind infectia cu VAIS trebuie confirmata in
conformitate cu urmatoarele criterii, utilizind metodele si procedurile detaliate
stabilite in Capitolul IV sectiunea 2, depistarea VAIS prin RT-gPCR, inclusiv
secventierea genei HE pentru a verifica deletia in regiunea cu polimorfism mare,
precum si depistarea VAIS in preparate tisulare, cu ajutorul unor anticorpi
specifici impotriva VAIS (si anume [HC pe sectiuni fixate sau IFAT pe amprente
tisulare); sau depistarea VAIS prin RT-gPCR, inclusiv secventierea genei HE
pentru a verifica deletia in regiunea cu polimorfism mare; si izolarea si
identificarea VAIS intr-o cultura celulara de la cel putin un esantion prelevat de
la orice peste care provine din ferma;

3) in cazul in care sunt prezente semne clinice, modificari patologice
macroscopice sau existd rezultate histopatologice compatibile cu AIS, rezultatele
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sunt coroborate in vederea depistarii virusului utilizind doud metode de
diagnostic care au principii de detectare independente, precum RT-qPCR si IHC.
Suspiciunea privind AIS poate fi exclusd in cazul in care testele si
controalele realizate intr-o perioada de 12 luni de la data la care apare
suspiciunea nu furnizeaza nicio altd dovada referitoare la prezenta AIS.

Sectiunea a 2-a
metode si proceduri de diagnostic detaliate pentru supravegherea
si confirmarea anemiei infectioase a somonului (AIS)

151. In cazul in care sunt prelevate esantioane si sunt realizate examene de
laborator in scopul programelor de supraveghere si de eradicare sau pentru a
confirma sau a exclude prezenta AIS, trebuie aplicate metodele si procedurile
detaliate prevazute de prezenta sectiune.

152. In scopul examinarii de laborator pentru depistarea prezentei AIS,
esantioanele de pesti nu se comaseaza, in masura in care este posibil. In scopul
supravegherii AIS, se accepta comasarea a 2-5 pesti.

153. Se preleveaza esantioane pentru analiza RT-PCR de la toti pestii care
fac parte din esantion. Se preleva un fragment de rinichi median de la pesti cu
ajutorul unui instrument steril si acesta se transfera intr-un microtub de
centrifugare care contine 1 ml de solutie de conservare a ARN, cu eficacitate
dovedita. Intr-un tub cu solutie de transport se pot colecta tesuturi de la cel mult
cinci pesti; acesta constituie un esantion general. Greutatea tesutului dintr-un
esantion este de 0,5 g. In cazul in care pestii sunt prea mici pentru a preleva
esantioane cu greutatea necesara, se pot preleva fragmente din rinichi, inima,
splind, ficat sau cecurile pilorice, in aceastd ordine a preferintelor, pentru a se
obtine o greutate de 0,5 g.

154. Tesuturile destinate unei examinari histologice sunt prelevate numai
de la pestii sacrificati recent, cu constitutie normala, care prezinta semne clinice
sau care au facut obiectul unor constatari post-mortem compatibile cu prezenta
AIS. Se preleva orice leziune externd sau internd si, in toate cazurile, de la
fiecare peste se preleva, cu ajutorul unui scalpel, esantioane de rinichi median, de
inimd, de ficat, de pancreas, de intestin, de branhii si de splind, care apoi sunt
transferate intr-o solutie salind tamponata cu formol 8-10 % (vol/vol). Raportul
dintre agentul de fixare si tesuturi este de cel putin 20:1, pentru a garanta o
conservare satisfacatoare a tesuturilor. Pentru imunohistochimie (IHC) trebuie
prelevate esantioane de rinichi median si de inima.

155. Tesuturile utilizate pentru examinarea virusologica pe cultura celulara
se preleva de la toti pestii din esantion. De la pesti se preleva, cu ajutorul unui
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instrument steril, fragmente de ficat, de rinichi anterior sau median, de inima si
de splind, care sunt transferate in tuburi de plastic ce contin 9 ml de mediu de
transport. Intr-un tub care contine solutie de transport se pot colecta tesuturi
prelevate de la cel mult cinci pesti: acestea constituie un esantion general.
Greutatea tesutului dintr-un esantion este de 1,0 = 0,5 g.

156. Se transporta pesti intregi catre laboratorul acreditat in cazul in care
sunt indeplinite conditiile termice pe durata transportului.

Pestii intregi sunt infasurati in hartie absorbanta si expediati intr-un sac de
plastic.

Pot fi transportati pesti vii, dar numai sub supravegherea laboratorului
acreditat national de referintd pentru bolile pestilor si tindnd cont de aspectele
suplimentare referitoare la dezinfectie si la biosecuritate aferente transportului de
pest1 vi1.

157. Esantioanele de sange si tuburile cu tesuturi de peste destinate
examenului virusologic sau analizei RT-PCR sunt amplasate 1n recipiente
izolate, cum ar fi cutiile de polistiren cu pereti grosi, cu o cantitate suficienta de
gheata sau de blocuri refrigeratoare pentru a asigura refrigerarea esantioanelor pe
durata transportului cétre laboratorul acreditat. Sa evitd congelarea si recipientul
de transport, sa aibd inca gheatd Tn momentul receptiei sau unul sau mai multe
din blocurile refrigeratoare si fie inca partial sau complet inghetate. In mod
exceptional, esantioanele destinate analizei RT-PCR si cele destinate examenului
virusologic pot fi congelate rapid si transportate spre laboratorul acreditat la o
temperatura de — 20 °C sau mai mica.

158. Pentru analiza RT-PCR a tesuturilor conservate in RNA later,
extractia ARN se realizeaza in urmadtoarele termene, care variaza in functie de
temperatura la care sunt depozitate esantioanele: esantioane depozitate la 37 °C:
o zi, esantioane depozitate la 25 °C: o sdptamana, esantioane depozitate la 4 °C:
o lund, esantioane depozitate la — 20 °C: termen nelimitat.

159. In cazul in care tesuturile de pesti sunt transportate intr-un agent de
fixare, in vederea examenului histologic, expedierea se face in tuburi etanse,
amplasate in recipiente rezistente la soc. Trebuie evitatd congelarea acestor
esantioane.

160. Examenul virusologic pe cultura celulard sa incepe cat mai curand
posibil si cel tarziu la 48 de ore dupd colectarea esantioanclor. In cazuri
exceptionale, examenul virusologic poate incepe cel tarziu la 72 de ore dupa
colectarea materialului de examinat, cu conditia ca acesta este protejat de mediul
de transport si sunt respectate conditiile de temperaturd pe durata transportarii.
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161. Sub rezerva aprobarii de catre laboratorul acreditat de diagnostic, se
pot colecta si pregati alte tesuturi de pesti decat cele mentionate la Sectiunea
2 prezentului Capitol, in vederea unor examindri suplimentare.

162. In cazul in care se efectueaza examene de laborator in scopul obtinerii
sau al mentinerii unui anumit statut sanitar in ceea ce priveste AIS, sau in scopul
confirmarii prezentei AIS sau al excluderii suspiciunii privind aceastd boala,
folosind metodele de diagnostic trebuie aplicate metodele si procedurile detaliate
prevazute in sectiunea 2 prezentului Capitol.

163. Metoda de diagnostic care trebuie utilizatd pentru depistarea VAIS
este RT-qPCR. Intrucat rezultatele RT-qPCR pot varia in functie de conditiile in
care este realizatd metoda, sunt incluse controale si produse de amplificare
pozitive si negative adecvate, pentru a se evita orice dubiu.

164. Toate manipularile ARN-ului se realizeaza pe gheata, utilizand
manusi.

Se extrage ARN-ul total prin metoda fenol-cloroform sau prin
cromatografie de afinitate pe coloane, in conformitate cu instructiunile
producatorului.

ARN-ul purificat este resuspendat in apa distilatd fara ARN-aza (si anume,
apa tratatd cu 0,1 % pirocarbonat de dietil).

Concentratia si puritatea ARN-ului extras este estimatd masurand
densitatea opticd la 260 nm si la 280 nm. O metoda alternativa constd in
includerea de controale interne care vizeazd genomul virusului, astfel cum se
mentioneaza la punctul 165.

165. Pot fi utilizate mai multe metode RT-PCR pentru amplificarea
genomului VAIS. Se poate efectua RT-PCR in doua etape, reactiile de RT si de
PCR desfasurandu-se in doud tuburi distincte. Cu toate acestea, este posibila si o
reactie intr-o singura etapa, in care cele doua reactii au loc intr-un singur tub.
Atunci cand este posibil, se foloseste metoda intr-o singura etapa, caci utilizarea
unui singur tub reduce la minimum riscul de contaminare incrucisata, dat fiind ca
nu trebuie transferat continutul; se considera cd aceastd metoda are aceeasi
sensibilitate ca si metoda in doua etape.

166. Trebuie utilizati primerii si testul descrisi la acest punct, si anume
perechea de primeri ILA1 sau ILA2 care vizeaza segmentul 8 si care sunt
apreciati drept adecvati pentru depistarea VAIS in cazul focarelor si la pestii-
vector. Primerul antisens ILA2 nu corespunde izolatelor care provin din America
de Nord; in aceste cazuri trebuie utilizat un alt primer.

Primer sens (ILA1): 5'-GGCTATCTACCATGAACGAATC-3;

Primer antisens (ILA2): 5'-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3'.
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Succesiunea ciclurilor: un ciclu la 50 °C timp de 30 de minute, 1 ciclu la
94 °C timp de 15 minute, 40 de cicluri la 94 °C timp de 30 secunde, la 55 °C
timp de 30 de secunde si la 72 °C timp de 60 de secunde; un ciclu la 72 °C timp
de 5 minute. Dimensiunea produsului: 155 pb.

167. Rezultatele PCR pot varia in functie de conditiile in care este realizata
metoda, si anume ar putea fi necesard optimizarea protocoalelor termice, in
functie de termociclul utilizat. In plus, se pot obtine rezultate fals-pozitive din
cauza unor erori In ceea ce priveste atasarea primerilor sau din cauza
contaminadrii in laboratorul acreditat. Pentru fiecare serie de placi trebuie incluse
controale pozitive si negative. Cu toate acestea, alternativ se pot aplica si alte
versiuni de RT-PCR, cu eficacitate similara dovedita.

168. Utilizarea RT-qPCR poate creste specificitatea si, probabil,
sensibilitatea. Metoda se desfasoard mai rapid, deoarece nu este necesard etapa
electroforezei in gel, si reduce riscul de contaminare incrucisata, deoarece este
posibil sd se estimeze cantitatea de ARN viral genomic in tubul cu materialul de
testat. Un inconvenient al RT-qPCR este faptul ca adesea nu este posibila
secventierea produselor de amplificare. Cu toate acestea, in cazul in care exista
indoieli cu privire la specificitatea produsului de amplificare, trebuie efectuat un
alt test specific VAIS in vederea verificarii rezultatului.

Trebuie utilizat testul descris la prezentul punct, care vizeaza segmentul 8.
Atunci cand este posibil, se foloseste metoda intr-o singura etapa, deoarece testul
realizat intr-un singur tub reduce la minimum riscul de contaminare incrucisata.

Primer sens: 5'- CTACACAGCAGGATGCAGATGT -3/

Primer antisens: 5'- CAGGATGCCGGAAGTCGAT -3/;

si sonda: 5'-FAM- CATCGTCGCTGCAGTTC — MGBNFQ-3".

Pentru fiecare serie de placi trebuie incluse controale pozitive si negative.
Succesiunea ciclurilor: un ciclu la 50 °C timp de 30 de minute, 1 ciclu la 95 °C
timp de 15 minute, 40 de cicluri la 94 °C timp de 15 secunde, la 60 °C timp de
60 de secunde; se efectueaza ajustari, daca este necesar. Alternativ, se pot aplica
si alte versiuni de RT-PCR sau de RT-qPCR, cu eficacitate similara dovedita.

169. Secventierea produselor PCR amplificate

Primer sens (ILAs6-3F): 5'-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA -3';

Primer antisens (ILAs6-2R): 5'-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA -3'.

Pentru fiecare serie de placi se includ controale pozitive si negative.

Succesiunea ciclurilor (RT-PCR intr-o singurad etapa): un ciclu la 50 °C
timp de 30 de minute, un ciclu la 94 °C timp de 15 minute, 40 de cicluri la 94 °C
timp de 30 de secunde, la 55 °C timp de 30 de secunde, la 72 °C timp de 60 de
secunde, un ciclu la 72 °C timp de 5 minute; se efectuecaza ajustari, daca este
necesar. Alternativ, se pot aplica si alte versiuni de RT-PCR sau de RT-gPCR, cu
eficacitate similara dovedita.
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Alternativ, poate fi folositd urmdtoarea metoda de secventiere a HPR in
segmentul 6:

Primer sens: 5'-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3;

Primer antisens: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-
TA-3'.

Dimensiunea produsului: 304 nt daca HPRO.

Pot fi, utilizate teste RT-PCR cu sensibilitate si specificitate similare celor
ale testelor descrise la prezentul punct.

170. Puritatea produsului de amplificare obtinut prin RT-PCR se verifica
prin electroforezd in gel inainte de secventiere. Daca apare un singur fragment
pur, acesta se purificd direct din reactia PCR. Daca sunt prezente mai multe
fragmente amplificate, fragmentul care intereseazd este purificat prin
electroforeza in gel. Purificarea fragmentelor PCR din solutii sau gel de agaroza
se efectueaza cu ajutorul unor coloane de afinitate pentru fragmente de PCR, in
conformitate cu instructiunile producatorului.

171. Secventierea este efectuatd cu ajutorul primerilor de amplificare, de
catre societdti externe specializate in secventiere. Rezultatele sunt analizate cu
ajutorul instrumentului de cdutare BLAST, iar secventele sunt comparate cu alte
secvente cunoscute din baza de date de nucleotide a Centrului National de
Informatii Biotehnologice din SUA (National Centre for Biotechnical
Information — NCBI).

172. Secventierea elimind orice dubiu in ceea ce priveste specificitatea
unui produs amplificat prin RT-PCR.

173. Tesuturile pot fi pastrate la — 80 °C. Tesuturile pot fi congelate si
dezghetate numai o singurd dati inaintea examinarii acestora. In scopul
supravegherii si al controlului, examinarea se efectueze cat mai rapid posibil.

Fiecare esantion (amestec de tesuturi intr-o solutie de transport) este
complet omogenizat cu un omogenizator validat, centrifugat la 2 000-4 000
x g timp de 15 minute la 0-6 °C, apoi supernatantul este filtrat (0,45 pm) si
incubat cu un volum egal dintr-un amestec diluat corespunzator de antiseruri
contra serotipurilor indigene ale VNPI. Titrul antiserului este de cel putin
1:2 000 intr-un test de neutralizare a plajelor cu 50 % reducerea plajelor.
Amestecul este incubat timp de o ord la 15 °C. Acesta constituie inoculul.

174. Tratamentul tuturor inoculilor cu antiser impotriva virusului necrozei
pancreatice infectioase (virus care, in anumite regiuni ale Europei, este prezent in
50 % din esantioanele de peste) are ca scop Tmpiedicarea aparitiei ECP datorat
virusului NPI in culturile celulare inoculate. Acest tratament poate fi efectuat
pentru reducerea duratei examenelor virusologice, precum si a numarului de
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cazuri in care aparitia ECP ar trebui consideratd ca un indicator potential al
VAIS. Atunci cand esantioanele provin din unitdti de productie considerate
indemne de NPI, tratamentul inoculilor cu antiser impotriva virusului NPI poate
fi omis.

175. Pentru izolarea primard a virusului AIS trebuie folosite celule de
rinichi de la somonul de Atlantic (ASK). Se pot utiliza si alte linii celulare cu o
eficacitate si sensibilitate confirmate pentru izolarea VAIS, tindnd cont de
variabilitatea tulpinii si de capacitatea diverselor tulpini de a se reproduce in linii
celulare diferite. Celulele ASK par sa suporte izolarea si cresterea izolatelor de
virus cunoscute pani in prezent, atat timp cat numarul de pasaje este redus. In
celulele ASK poate aparea un efect citopatic (ECP) mai clar decat in alte linii
celulare sensibile, precum SHK-1 (celule de rinichi anterior de somon-1).

176. Se cultiva celule ASK (maximum 65 de pasaje) intr-un mediu L-15
care contine 10 % ser fetal bovin, 2 % (vol/vol) de L-glutamind la 200 mM si
0,08 % (vol/vol) de 2-mercaptoetanol la 50 mM in placi multigodeu. Se
inoculeaza o suspensie de organe tratatd cu antiser in culturi celulare tinere in
faza de crestere activa, in scopul obtinerii unei dilutii finale a materialului tisular
intr-un mediu de culturd de 1:1 000. Pentru fiecare organ, se adaugd 40 pl din
suspensia de inocul la un godeu care contine 2 ml de mediu de cultura. Pentru a
reduce la minimum riscul contaminarii incrucisate, se utilizeaza placi separate,
cu douasprezece sau doudzeci si patru de godeuri, in cazul esantioanelor care
provin din situri de acvacultura diferite.

177. Se pastreaza o placa neinoculata care va servi drept control negativ.
Se inoculeaza o altd placd cu un izolat de referinta al VAIS, care va servi drept
control pozitiv, si se procedeazd in felul urmator: se inoculeazd o suta de pl
dintr-un preparat stoc de VAIS [titru minim 107 doza infectantd pentru 50 % din
culturile celulare (TCID 50 ml~1)] in primul godeu si se amesteca. Se transferd
un volum din aceastd materie din primul in al doilea godeu pentru a se obtine o
dilutie de 1:10 si se amesteca. Se repetd operatiunea pe intreaga placa pentru a se
obtine sase dilutii de 1:10. Preparatul stoc de VAIS poate fi depozitat la — 80 °C
timp de cel putin doi ani; cu toate acestea, o datd dezghetat, el este utilizat in
termen de trei zile. Se iau masuri pentru prevenirea contaminarii incrucisate a
placilor de testare cu materialul controlului pozitiv. Controalele pozitive se asaza
separat si se manipuleaza separat de placile de testare. Ca alternativd la
includerea unui control pozitiv pentru fiecare inoculare, se poate realiza la
fiecare sase luni un test de sensibilitate a celulelor ASK la izolatele VAIS.

178. Se incubeaza esantioanele la 15 £ 2 °C timp de cel mult 15 zile. Se
examineaza culturile celulare de doua ori la microscop pentru depistarea ECP,
mai intai intre a cincea si a saptea zi, apoi intre a doudsprezecea si a paisprezecea
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zi de la inoculare. Dacd un amestec prezintd ECP, se initiazd imediat proceduri
de identificare a virusului in conformitate cu punctele 180-181. In cazul in care
nu se observa niciun ECP pana in a paisprezecea zi, se efectucaza un test de
imunofluorescenta indirecta (IFAT), un test de hemadsorbtie sau RT-PCR.

179. Subcultivarea se va efectua intre a treisprezecea si a cincisprezecea Zzi.
Se adauga supernatant de cultura in godeurile de pe placi multigodeu care contin
celule proaspete in faza activa de crestere, la o dilutie adecvata (1/10), apoi se
lasd sa incubeze la 14 =2 °C timp de cel mult 18 zile. Se examineaza culturile
celulare de douad ori la microscop pentru depistarea ECP, mai intéi intre a cincea
si a saptea zi, apoi Intre a paisprezecea si a optsprezecea zi de la inoculare. Daca
un amestec prezintd ECP, se initiazd imediat proceduri de identificare a virusului
in conformitate cu punctul 180-181. Daca intre a paisprezecea si a optsprezecea
zi nu se observa ECP, se efectueaza un test de hemadsorbtie sau RT-PCR. Daca
in decurs de sapte zile de la incubatie se observa un efect citotoxic, se realizeaza
o subcultivare in acest stadiu si se lasa celulele la incubat timp de 14 pana la 18
zile, apoi celulele sunt supuse unei noi subcultivari cu durata de incubatie de 14
pana la 18 zile. Dacad efectul citotoxic apare dupa sapte zile, se realizeaza o
singurd subcultivare si celulele se lasd la incubat astfel incat sa se ajunga la un
numir total de 28 pana la 36 de zile de incubatie de la prima inoculare. In cazul
contaminarii bacteriene a culturii primare, se reia testul, pe un omogenat de
tesuturi depozitat la — 80 °C. Inaintea inoculdrii, omogenatul de tesuturi este
centrifugat la 4 000 x g timp de 15-30 de minute, la o temperatura cuprinsa intre
0 si 6 °C, iar supernatantul este filtrat la 0,22 pm. Daca are loc contaminarea
bacteriand in cursul fazei de subcultivare, supernatantul se filtreaza la 0,22 pm,
se inoculeaza unor celule proaspete si se lasd la incubat o noua perioada de 14
pana la 18 zile.

180. in cazul depistarii ECP, indiferent de stadiu, sau in cazul unui test de
hemadsorbtie pozitiv, se efectueazd identificarea virusului. Metodele de
predilectie pentru identificarea VAIS sunt RT-PCR in conformitate cu punctul
163 si de imunofluorescenta (IF) in conformitate cu punctele 184-185.

181. Daca se suspecteaza prezenta altor virusuri se efectueze teste
suplimentare de identificare a virusului. In cazul in care testele respective nu au
permis identificarea definitivda a virusului intr-o sdaptamand, supernatantul se
trimite pentru identificare imediata:

1) laboratorului acreditat de referinta al Organizatiei Mondiale pentru
Sanatatea Animalelor (OIE) in ceea ce priveste AIS; sau

2) unui laborator acreditat national de referinta sau laboratorului acreditat
de referintd international pentru bolile pestilor.
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182. Replicarea VAIS in culturile celulare nu are intotdeauna drept rezultat
aparitia ECP, fiecare godeu este supus unui test RT-PCR sau unui test de
hemadsorbtie in conformitate cu prezentul punct, sau unui test IF in conformitate
cu punctele 184-185.

183. Se efectueazd o prelevare din mediul de cultura celulard din fiecare
godeu, inclusiv din godeurile controalelor pozitive si negative, si se introduce in
tuburi sterile etichetate. La fiecare godeu se adauga 500 ul de suspensie 0,2 %
(vol/vol) de globule rosii de iepure sau de cal spalate sau de suspensie 0,05 %
(vol/vol) de globule rosii de pastrav-curcubeu sau de somon de Atlantic spalate si
se lasa sa incubeze la temperatura camerei timp de 45 de minute. Se indeparteaza
globulele rosii si se spald fiecare godeu de doud ori cu mediul L-15. Fiecare
godeu este examinat la microscop. Prezenta ciorchinelui de globule rosii aderand
la suprafata celulelor ASK indicd prezenta probabild a infectiei cu un
ortomixovirus. Daca testul de hemadsorbtie este pozitiv, se efectueaza imediat un
test de identificare a virusului in conformitate cu punctele 180-181.

184. Se cultiva celule ASK (maximum 65 de pasaje) intr-un mediu L-15
care contine 10 % ser fetal bovin, 2 % (vol/vol) de L-glutamind la 200 mM si
0,08 % (vol/vol) de 2-mercaptoetanol la 50 mM in placi multigodeu, cu o
confluentd mai mare de 50 %. Se pot utiliza si alte linii celulare sau un mediu de
culturd cu o eficacitate dovedita. Se adauga 225 pl de supernatant de cultura
presupusd a fi infectatd de virus in fiecare din cele doud godeuri, se amesteca si
se transfera 225 pl 1n alte doud godeuri, la o dilutie de 1:5. Alte doua godeuri se
lasd neinoculate, pentru a servi drept controale. Esantioanele de la diferite ferme
piscicole se trateaza pe placi separate, la fel ca si controalele. Virusul se
controleaza pe un izolat de referintd al VAIS. Placile se incubeaza la 14 + 2 °C si
sunt examinate la microscop timp de cel mult sapte zile. Daca se observa ECP
intr-un stadiu incipient sau daca nu se observa ECP in termen de sapte zile, etapa
urmatoare este fixarea. Se spald godeurile cu tampon fosfat salin (PBS) si se
fixeaza prin incubare cu acetona 80 %, timp de 20 de minute, la temperatura
camerei. Placile sunt ldsate sa se usuce la aer si apoi se coloreazd imediat sau
sunt depozitate la o temperaturd de 0-6 °C timp de cel mult 24 de ore inainte de
colorare.

185. Godeurile duplicate se coloreaza cu un amestec de anticorpi
monoclonali 3H6F8 si IOCIF5 anti-VAIS sau cu un alt anticorp monoclonal cu
o eficacitate si specificitate dovedite, se dilueaza in PBS si se lasa la incubat la o
temperaturd de 37 £4 °C, timp de 30 de minute. Se Indeparteaza anticorpii
monoclonali si se spala placile de trei ori cu Tween 20 0,05 % in PBS.
Conjugatul IgG marcat cu FITC (izotiocianat de fluoresceind) antisoarece diluat
in PBS trebuie addugat in fiecare godeu si incubat la temperatura de 37 =4 °C
timp de 30 de minute. Dilutiile de la loturi diferite de anticorpi monoclonali si
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conjugatul FITC trebuie optimizate 1n fiecare laborator acreditat. Se indeparteaza
anticorpul si se spald placile de trei ori cu Tween 20 0,05 % in PBS. Se
examineaza imediat godeurile la un microscop inversat, echipat pentru
examinarea fluorescentei cu un filtru corespunzator pentru stimularea FITC. Un
test este considerat pozitiv dacd se observa celule fluorescente. Pentru ca un test
sa fie valabil, controalele pozitive trebuie sd dea un rezultat pozitiv, iar cele
negative un rezultat negativ.

186. Tehnica mentionata la punctele 182-183. poate fi aplicatd si altor
tesuturi de peste, precum ficatul, splina si inima, cu conditia ca pe lama sa se
poatd depune o cantitate suficientd de celule endoteliale, de leucocite sau de
limfocite. Procedura de colorare este identicd pentru toate tesuturile, chiar daca
pentru unele dintre ele este preferabil sa se renunte la colorarea cu iodura de
propidiu si sa se utilizeze iluminarea in faze pentru identificarea tipurilor de
celule prezente pe amprenta.

187. Sectiunile incluse in parafina sunt taiate la 5 pm si colorate folosindu-
se hematoxilina si eozina.

188. In cazul somonului de Atlantic care prezinti semne clinice ale bolii,
modificarile histologice sunt variabile, dar pot include urmatoarele elemente:

1) numeroase eritrocite in sinusul venos central si in capilarele lamelare
ale branhiilor, unde se pot forma si trombi de eritrocite;

2) petesii multifocale sau confluente sau necroza hepatocitelor, sau
ambele, la 0 anumita distantd de vasele de sange mai mari din ficat; acumulare
multifocala de eritrocite in sinusoidele hepatice dilatate;

3) acumulare de eritrocite in vasele de sange din lamina propria intestinala
si, in cele din urma, hemoragie in lamina propria;

4) distensia stromei splinei, din cauza acumularii de eritrocite;

5) hemoragie interstitiala usoara si multifocala pana la extinsa si difuza, cu
necroza tubulard in zonele afectate de hemoragie, acumulare de eritrocite in
glomerulii renali;

6) eritrofagocitoza in splina si hemoragii secundare in ficat si rinichi.

189. Cele mai puternice reactii de colorare pozitive sunt obtinute, in mod
obisnuit, in celulele endoteliale din inima si din rinichi. Colorarea celulelor
endoteliale poate fi slaba sau inexistenta la nivelul leziunilor hemoragice foarte
extinse, eventual din cauza lizei celulelor endoteliale infectate.

190. Anticorpii policlonali impotriva nucleoproteinelor VAIS trebuie
utilizati pe sectiuni de tesuturi fixate cu formol si incluse in parafind. Organele
care urmeazd a fi examinate sunt rinichiul median si inima (inclusiv zona de
tranzitie, toate cele trei camere si valvele). Cazurile suspecte din cauza semnelor
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patologice se verificd prin intermediul unui test IHC pozitiv. Sectiunile
histologice se pregatesc in conformitate cu metodele standard.

191. Pregatirea sectiunilor de tesuturi: tesuturile trebuie fixate cu ajutorul
unei solutii neutre de formol 10 % tamponate cu fosfat timp de cel putin o zi,
apoi sunt deshidratate prin bai de etanol succesive, clarificate in xilen si incluse
in parafind, in conformitate cu protocoalele standard. Sectiunile de aproximativ 5
um grosime (pentru IHC pe lame acoperite cu poli-L-lizind) sunt incalzite la
56 °C-58 °C (maximum 60 °C) timp de 20 minute, deparafinate in xilen,
rehidratate prin intermediul unor bai de etanol succesive si colorate cu
hematoxilina si eozind 1n vederea analizei patomorfologice si a
imunohistochimiei.

192. Procedura de colorare pentru IHC: toate incubatiile se efectueaza la
temperatura camerei pe platforma de basculare, cu exceptia cazului in care se
prevede altfel in prezenta decizie:

a) extragerea antigenului se face prin fierberea sectiunilor in 0,1 M de
solutie tampon de citrat cu pH 6,0 timp de 2 X 6 minute, urmata de blocare cu 5
% lapte degresat uscat si 2 % ser de caprd in 50 mM TBS (TBS; Tris/HCI 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) timp de 20 de minute;

b) sectiunile se incubeaza peste noapte cu anticorp primar (anticorp
monospecific de iepure Impotriva nucleoproteinelor VAIS) diluat in TBS cu 1 %
lapte degresat uscat, apoi se spald de trei ori in TBS cu Tween 20 0,1 %;

C) pentru detectarea anticorpilor legati, sectiunile se incubeaza timp de 60
de minute cu anticorpi anti-IgG de iepure conjugati cu fosfataza alcalina. Dupa o
ultima spalare, se adaugd Fast Red (1 mg ml~?) si naftol AS-MX fosfat (0,2 mg
ml~1) cu 1 mM levamisol in 0,1 M TBS (pH 8,2) si se lasi sd se dezvolte timp de
20 de minute. Sectiunile sunt apoi spdlate cu apda de la robinet, Tnainte de
contracolorarea cu hematoxilind Harris si montarea intr-un mediu de montare
apos. La fiecare etapa trebuie incluse sectiuni de tesuturi pozitive si negative la
VAIS, drept controale.

193. Interpretarea rezultatului testului IHC: sectiunile de control sunt
considerate pozitive atunci cand se observa ca citoplasma si interiorul nucleului
celulelor endoteliale din vasele de sange ale endocardului au o culoare rosie
(rosiaticd) vizibila in mod clar. O sectiune dintr-un esantion utilizat pentru testare
este consideratd pozitiva numai daca se observa in mod clar o colorare in rosu a
interiorului nucleului celulelor endoteliale; sectiunile de control sunt considerate
negative dacd nu au nicio reactie de colorare semnificativa. Avand in vedere ca
localizarea  in  interiorul nucleului este specificd  nucleoproteinei
ortomixovirusului intr-o etapa de replicare a virusului, insd predomina adesea o
colorare citoplasmaticd concomitenta, zonele de colorare citoplasmatice si de alte
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tipuri care nu sunt localizate in interiorul nucleului sunt considerate nespecifice
sau neconcludente.

Capitolul V
METODE DE SUPRAVEGHERE SI DE DIAGNOSTICA iN CEEA
CE PRIVESTE INFECTIA CU MARTEILIA REFRINGENS

Sectiunea 1
Cerinte referitoarea obtinerii si mentinerii statutului sanitar ,,indemn
de boala” in ceea ce priveste infectia cu Marteilia refringens.

194. Controalele sanitar-veterinare si, dupa caz, prelevarea de esantioane
pentru examenele de laborator, in ceea ce priveste infectia cu Marteilia
refringens boald cauzatd de protozoarul Marteilia refringens, se efectueaza in
perioada din an in care se stie ca prevalenta parazitului este maxima in in zona
sau in compartiment. Atunci cand astfel de date nu sunt disponibile, prelevarea
de esantioane se efectueazd imediat dupa ce temperatura apei a depasit 17 °C.

195. In cazul in care se preleveazi esantioane de la moluste in
conformitate cu cerintele stabilite in partea 4, se aplica urmatoarele criterii:

1). daca Ostrea spp. si Mytilus spp. sunt prezente in unitatile de productie
sau in aria de productie, ambele genuri se reprezentd in mod egal in esantioane.
In cazul in care este prezent doar unul dintre genuri, genul respectiv este inclus
in esantion. In cazul in care nu este prezent nici genul Ostrea, nici genul Mytilus,
esantionul este reprezentativ pentru toate celelalte specii sensibile prezente;

2) daca in unitatile de productie sunt prezente moluste slabite, cu cochilia
deschisd sau care au murit recent, dar care nu sunt inca descompuse, sunt
selectate in principal acestea. In absenta unor astfel de moluste, molustele
selectate includ molustele sdndtoase cu varsta cea mai mare;

3) atunci cand se efectueaza esantionarea in cadrul fermelor de moluste in
care se utilizeaza mai mult de o sursa de apa pentru productia de moluste, trebuie
incluse in esantion moluste care reprezinta toate sursele de apa, in asa fel incat
toate partile fermei sa fie reprezentate proportional in esantion;

4) atunci cand se efectueaza esantionarea in zone de culturd a molustelor,
trebuie incluse in esantion moluste dintr-un numar suficient de puncte de
prelevare, in asa fel incat toate partile zonei de culturd a molustelor sa fie
reprezentate proportional in esantion. Principalii factori care trebuie avuti in
vedere pentru selectarea acestor puncte de prelevare sunt punctele de prelevare
anterioare in care a fost detectat Marteilia refringens, densitatea stocurilor,
curentii, prezenta speciilor sensibile, prezenta speciilor-vector, batimetria si
practicile de gestionare. Bancurile naturale trebuie incluse n esantionare.
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196. O zona sau un compartiment cu statut sanitar de categoria Il in ceea
ce priveste infectia cu Marteilia refringens poate obtine statutul sanitar de
categoria I in ceea ce priveste aceasta boala listatd, atunci cand toate fermele sau
zonele de cultura a molustelor care detin specii sensibile din zona sau
compartimentul n cauza au facut obiectul programului de supraveghere de doi
ani, care include controale sanitare si colectarea de esantioane in vederea testarii.

197. Program de supraveghere de doi ani:

1) fermele sau zonele de cultura a molustelor au facut obiectul controalelor
sanitare si al esantiondrii timp de o perioadda minima de doi ani consecutivi, astfel
cum se prevede in tabelul 11. din Anexa la norma sanitar-veterinara privind
cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele
acvatice;

2) in aceastd perioada de doi ani, testarea tuturor esantioanelor a avut
rezultate negative in ceea ce priveste Marteilia refringens si a fost exclusa orice
suspiciune privind Marteilia refringens;

3) atunci cand Ostrea  edulis, Mytilus edulis sau Mytilus
galloprovincialis provenind dintr-o zona sau dintr-un compartiment cu statut
sanitar de categoria | sunt incluse in esantion, acestea sunt introduse in ferma sau
in zona de cultura a molustelor cel putin in primdvara imediat precedenta
perioadei in care se desfasoara programul de supraveghere.

198. Eradicarea Marteilia refringens este consideratda imposibila in cea
mai mare parte a cazurilor, insa, atunci cand Agentia considera ca acest lucru
este fezabil, se aplicd program de eradicare, o zond sau un compartiment cu
statut sanitar de categoria V in ceea ce priveste infectia cu Marteilia
refringens poate obtine statutul sanitar de categoria I in ceea ce priveste aceasta
boala listata, atunci cand toate fermele sau zonele de culturd a molustelor care
detin specii sensibile din, zona sau compartimentul in cauza au facut obiectul
programului de eradicare.

199. Este instauratd o zona de izolare, care include un perimetru de
protectie si un perimetru de supraveghere, in vecindtatea fermei (fermelor) sau a
zonei (zonelor) de culturda a molustelor declarate in mod oficial infectata
(infectate) cu Marteilia refringens. Zona de izolare este definita de la caz la caz,
luand in considerare factorii care influenteaza riscurile de raspandire a Marteilia
refringens, cum ar fi: numarul, varsta, rata mortalitatii si distributia cazurilor de
mortalitate a molustelor in ferma sau in zona de culturd a molustelor infectata
cu Marteilia refringens, incluzand molustele salbatice; distanta la care se gasesc
fermele invecinate sau zonele de culturd a molustelor invecinate, precum si
densitatea acestora, incluzand molustele sdlbatice; proximitatea fatd de unitatile
de prelucrare, fermele cu care se intra in contact sau zonele de culturd a
molustelor; speciile, in special speciile sensibile si speciile-vector prezente in
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ferme sau in zonele de cultura a molustelor; practicile de acvacultura aplicate in
fermele si in zonele de culturd a molustelor afectate, precum si in cele aflate in
vecindtate; conditiile hidrodinamice si alti factori pertinenti din punct de vedere
epidemiologic care sunt identificati. Pentru stabilirea perimetrului de protectie si
a celui de supraveghere se aplicd urmatoarele cerinte minime:

1) este stabilit un perimetru de protectic in imediata vecinatate a fermei
sau a zonei de culturd a molustelor declarate in mod oficial infectata cu Marteilia
refringens si acest perimetru sa corespunda unei zone stabilite pe baza unor date
hidrodinamice sau epidemiologice corespunzaitoare;

2) este stabilit un perimetru de supraveghere in afara perimetrului de
protectie, perimetrul de supraveghere trebuind sd corespunda unei zone situate in
jurul perimetrului de protectie, stabilitd pe baza unor date hidrodinamice sau
epidemiologice corespunzatoare.

200. Toate fermele si zonele de culturd a molustelor care detin speciile
sensibile din perimetrul de protectie si care nu sunt in mod oficial declarate ca
infectate cu Marteilia refringens sunt supuse unei anchete oficiale care cuprinde
cel putin colectarea de esantioane pentru testarea a 150 de moluste dupa
inceputul perioadei de transmitere a Marteilia refringens. In cazul in care nu se
cunoaste perioada de transmitere, esantionarea sa incepe dupa ce temperatura
apei depaseste 17 °C.

201. Toate fermele si zonele de culturda a molustelor declarate in mod
oficial infectate cu Marteilia refringens sunt golite si fac obiectul unui vid
sanitar si, daca este posibil, sunt curatate si dezinfectate.

202. Durata perioadei de vid sanitar este de cel putin:

1). doua luni in cazul fermelor si al zonelor de cultura a molustelor cu
legaturi limitate cu apele inconjurdtoare, precum cele ale incubatoarelor si
pepinierelor;

2) doua luni in cazul fermelor si al zonelor de cultura a molustelor care au
legaturi nelimitate cu apele inconjuratoare, cu conditia ca molustele infectate
care apartin speciilor sensibile si molustele din speciile sensibile care au legaturi
epidemiologice cu ferma infectatd sau cu zona de culturd a molustelor infectata
sunt recoltate sau eliminate inainte de perioada din an in care se stie ca
prevalenta Marteilia refringens este maxima, sau, in cazul in care nu se cunoaste
aceastd perioada, Tnainte de perioada in care temperatura apei depaseste 17 °C;

3) paisprezece luni in cazul fermelor si al zonelor de culturd a molustelor
care au legaturi nelimitate cu apele inconjurdtoare, cu conditia ca molustele
infectate care apartin speciilor sensibile si molustele din speciile sensibile care au
legaturi epidemiologice cu ferma infectatd sau cu zona de culturd a molustelor
infectata sa nu fi fost recoltate sau eliminate inainte de perioada din an in care se
stie ca prevalenta Marteilia refringens este maxima, sau, in cazul in care nu se
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cunoaste aceastd perioada, atunci cand molustele din speciile sensibile nu sunt
recoltate sau eliminate inainte de perioada in care temperatura apei depaseste
17 °C.

203. Dupa golirea tuturor fermelor si a zonelor de culturd a molustelor
declarate in mod oficial infectate, se respecta o perioada de vid sanitar
sincronizat de cel putin patru saptadmani.

204. Agentia dupa caz, pe baza unei evaluari a riscurilor poate decide sa
solicite golirea, curatarea, dezinfectia si o perioadd de vid sanitar pentru alte
ferme sau zone de culturd a molustelor, care se afla in interiorul perimetrelor de
protectie si de supraveghere stabilite. Durata perioadei de vid sanitar este
stabilitd de Agentie pe baza unei evaluari a riscurilor.

205. Toate fermele sau zonele de culturda a molustelor declarate in mod
oficial infectate si toate celelalte ferme sau zone de culturd a molustelor care au
facut obiectul unui vid sanitar, situate in interiorul perimetrelor de protectie si de
supraveghere stabilite, sunt repopulate cu moluste care provin din zone sau din
compartimente cu un statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste infectia
cu Marteilia refringens. Repopularea are loc numai dupa ce toate fermele
declarate in mod oficial infectate sunt golite, curdtate, dezinfectate si au facut
obiectul unui vid sanitar.

206. Toate fermele si zonele de culturd a molustelor care detin specii
sensibile din zona sau compartimentul care fac obiectul programului de eradicare
sunt obiectul programului de supraveghere.

207. In cazul in care este necesard o supraveghere individualizati pentru
mentinerea statutului sanitar de categoria I, toate fermele sau zonele de cultura a
molustelor care detin specii sensibile din zona sau compartimentul in cauza sunt
supuse controalelor sanitare si esantionarii, in conformitate cu tabelul 12 din
Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele
de diagnostic a bolilor la animalele acvatice, tinand cont de nivelul riscului de
contaminare a fermei sau a zonei de culturd a molustelor cu Marteilia refringens.

208. Statutul ,,indemn de boala” se poate mentine doar atat timp cat toate
esantioanele testate utilizdnd metodele de diagnostic prevazute la punctul 211 au
rezultate  negative  pentru Marteilia  refringenssi  orice  suspiciune
privind Marteilia refringens este exclusa.

209. O zona sau un compartiment care are statutul sanitar de categoria V
in ceea ce priveste infectia cu Marteilia refringens poate obtine statutul sanitar
de categoria III in ceea ce priveste aceasta boala listata, cu conditia ca:
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1) cerintele previzute la punctele 198-204. sunt indeplinite. In cazul in
care nu este posibil, din punct de vedere tehnic, sa se instaureze vidul sanitar,
fermele 1n cauza se permite implementarea si masurilor alternative care sa ofere
garantii aproape identice in ceea ce priveste eradicarea Marteilia refringens din
mediul fermei;

2) toate fermele sau zonele de cultura a molustelor declarate in mod oficial
infectate si toate celelalte ferme sau zone de culturd a molustelor care au facut
obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri alternative in conformitate cu punctul
1), situate 1n interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite, sunt
repopulate cu moluste care provin din zone sau din compartimente cu un statut
sanitar de categoria I, II sau IIl in ceea ce priveste infectia cu Marteilia
refringens;

3) repopularea are loc numai dupa ce toate fermele sau zonele de cultura a
molustelor declarate in mod oficial infectate sunt golite, curatate, dezinfectate si
au facut obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri alternative in conformitate
cu subpunctul 1);

4) sa nu fi fost confirmata infectia cu Marteilia refringens in cursul
perioadei de doi ani care a urmat punerii in aplicare a masurilor mentionate la
subpunctul 1), 2) si 3) si au fost excluse suspiciunile in cursul acestei perioade, in
conformitate cu procedurile stabilite la punctul 212.

210. Se trimite la laboratorul acreditat animalul intreg pentru efectuarea
testelor de diagnostic prevazute la Sectiunea 2 prezentului Capitol.

211. Metodele de diagnostic care trebuie utilizate pentru obtinerea sau
mentinerea statutului ,,indemn de boalda” in ceea ce priveste infectia cu Marteilia
refringens in conformitate cu metodele si cu procedurile de diagnostic detaliate
stabilite in sectiunea 2, sunt examenul histopatologic, amprentele tisulare sau
PCR.

212. In cazul in care se necesitd confirmarea sau excluderea suspiciunei
privind infectia cu Marteilia refringens, trebuie respectata urmatoarele proceduri
privind inspectia, prelevarea de esantioane si testarea:

1) ancheta oficiala cuprinde cel putin o prelevare de esantioane de la 30 de
moluste din speciile sensibile, in cazul in care suspiciunea respectiva se bazeaza
pe un raport de mortalitate, sau, daca nu, de la 150 de moluste din speciile
sensibile, dupa inceputul perioadei de transmitere a Marteilia refringens. In cazul
in care nu se cunoaste perioada de transmitere, esantionarea se incepe dupa ce
temperatura apei depaseste 17 °C;

2) esantioanele se testeaza folosind metodele de diagnostic stabilite la
subpunctul 1) in conformitate cu metodele si cu procedurile de diagnostic
detaliate stabilite in Capitolului V sectiunea 2, prezenta Marteilia refringens este
consideratd confirmatd atunci cand un rezultat pozitiv obtinut prin examen
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histopatologic, amprente tisulare sau hibridare in situ este asociat unui rezultat
pozitiv obtinut prin PCR si completat prin secventiere, suspiciunea de infectie
cu Marteilia refringens poate fi exclusa in cazul in care testele nu sunt pozitive
la prezenta Marteilia refringens.

Sectiunea a 2-a
Metode si proceduri de diagnostic detaliate pentru supravegherea
si confirmarea infectiei cu Marteilia refringens

213. In cazul in care sunt prelevate esantioane si sunt realizate examene de
laborator in scopul obtinerii sau al mentinerii unui anumit statut sanitar in ceea
ce priveste infectia cu Marteilia refringens, sau in scopul confirmarii prezentei
acestei boli listate sau al excluderii suspiciunii privind aceastd boald, folosind
metodele si procedurile de diagnostic detaliate prevazute in sectiunea data.

214. Molustele cu cochilia deschisa sau care au murit recent sunt selectate
cu prioritate, pentru a spori sansele de a gasi animale infectate.

Odata selectionate, stridiile sau midiile se pastreaza la 4 °C sau refrigerate
pe gheatd, timp de maximum 24 de ore daca esantioanele includ moluste cu
cochilia deschisd si timp de maximum 72 de ore in caz contrar, intr-o punga de
plastic cu o etichetd cuprinzand detaliile referitoare la natura si originea stridiilor
sau a midiilor. Molustele cu cochilia deschisa sau care au murit recent sunt
pastrate separat de alte moluste.

Pentru diagnosticarea Marteilia refringens prin histologie se utilizeaza o
sectiune de tesuturi cu grosime de 3-5 mm, incluzand branhii si tesut cardiac. O
portiune de glandd digestiva este utilizata pentru anumite teste, inclusiv pentru
amprente si pentru reactia in lant a polimerazei (PCR).

215. Citologia (tehnica citologica de colorare) ca tehnica de microscopie
se aplicd in mod urmator:

Dupa uscarea tesuturilor de glanda digestivda pe o hartie absorbantd se
realizeazd mai multe amprente pe o lama din sticld. Lamele sunt lasate sa se
usuce la aer, se fixeaza in metanol sau etanol absolut si se coloreaza cu ajutorul
unui kit de colorare disponibil in comert, precum Diff-Quik®/Hemacolor®, in
conformitate cu instructiunile producatorului. Dupa spalare cu apa de la robinet
s1 uscare, lamele se acopera cu o lamela cu ajutorul unei rasini sintetice adecvate.
Lamele sunt analizate mai intai la un grosisment de x 200 si apoi In imersiune in
ulei la un grosisment de x 1 000.

216. Un rezultat pozitiv constd 1n observarea unor celule ale caror

dimensiuni variaza intre 30-40 um. Citoplasma este bazofild, iar nucleul este
eozinofil. Se observa halouri pale in jurul granulelor mari, puternic colorate
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(refringente), iar in cazul celulelor de dimensiuni mai mari se observda o
dispunere de tip ,,celula in celula”.
Tehnica nu este specificad acestei specii de parazit.

217. Histologia ca tehnica de microscopie se aplicd in mod urmator: Se
fixeaza sectiuni de tesut care includ branhii, glanda digestivd, mantaua si
gonadele timp de cel putin 24 de ore in fixator Davidson, urmand o prelucrare
normald pentru examenul histologic dupa includerea in parafind si colorare cu
hematoxilind si eozina. Observatiile trebuie efectuate la grosismente succesive,
de maximum x 1 000.

Un rezultat pozitiv consta In observarea unor celule ale caror dimensiuni
variaza intre 4 si 40 um. Primele etape constau in celule multinucleate, de forma
sferica pand la alungita. Acestea se gasesc 1n special in epiteliul esofagului si al
stomacului si uneori in palpii labiali. Sporulatia implica diviziunea de celule in
interiorul celulelor si are loc in tubulii si in conductele glandei digestive.
Granulele refringente apar in cursul sporulatiei, dar nu se observd in stadiile
incipiente. In fazele tardive ale infectiei, se observa sporangi liberi in lumenul
tubului digestiv. Citoplasma este bazofila, iar nucleul este eozinofil. Culoarea
granulelor poate varia de la portocaliu intens la rosu intens.

Tehnica nu este specifica acestei specii de parazit.

218. ADN-ul este extras in conformitate cu procedurile standard.

Pot fi utilizate si alte kituri de extractie a ADN-ului, care permit de obicei
obtinerea unui ADN de inaltd calitate, ce poate fi utilizat in protocoalele PCR
mentionate la punctele 219-223.

219. Pentru reactia in lant a polimerazei (PCR), trebuie utilizati primeri
PCR care vizeaza regiunea spatierii transcrise intern (ITS1), deoarece acestia pot
amplifica numai M. refringens.

220. Reactia PCR se efectueazd intr-un volum de 50 pl. Amestecurile
pentru PCR sa contind tampon [500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI (pH 9,0 la
25 °C) s1 1 % Triton® X-100)], 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM amestec ANTP, 1 uM
primer sens si antisens, 0,02 unitdti pl- * polimerazi ADN Taq si 10-100 ng de
ADN extras. Dupa denaturarea ADN-ului timp de 5 minute la 94 °C, se
efectueazd 30 de cicluri dupa cum urmeaza: denaturare la 94 °C timp de un
minut, atasare la 55 °C timp de un minut, elongatia la 72 °C timp de un minut per
1000 de perechi de baze. Trebuie efectuata o etapa de elongatie finala de 10
minute la 72 °C. Pentru detectarea M. refringens, PCR se efectueaza cu primeri
care vizeazd regiunea ITS1 (5'-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3’ si 5'-
CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3).
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221. Controalele pozitive constau in ADN-ul genomic al unei gazde cu o
infectie pronuntatd sau Tn ADN plasmidic incluzand regiunea vizata.

222. Controalele negative constau in ADN-ul genomic al unor gazde
neinfectate si in reactivi PCR fara ADN tinta.

223. Un rezultat pozitiv consta intr-un produs de amplificare pozitiv de
marimea preconizata (412 pb), toate controalele negative avand rezultate
negative si toate controalele pozitive avand rezultate pozitive.

224. Pentru hibridare in situ (IHS) trebuie utilizata o sonda care vizeaza
subunitatea mica din complexul de gene al ARNr, deoarece aceasta a fost
validata in raport cu histologia.

225. Trebuie fixate sectiuni de tesut care includ branhii si glanda digestiva
timp de cel putin 24 de ore in fixator Davidson, urmand o prelucrare normala
pentru examenul histologic dupa includerea in parafind. Se decupeaza sectiuni de
5 um si se asazd pe lame acoperite cu aminoalchilsilan, apoi se incubeaza in
timpul noptii intr-o etuva la 40 °C. Sectiunile sunt deparafinate prin scufundarea
in xilen timp de 10 minute. Aceasta etapa va fi repetatd o singurd datd si apoi
solventul se elimina prin scufundare in doua bai succesive de etanol absolut de
10 minute fiecare. Sectiunile sunt apoi deshidratate prin imersie in bai succesive
de etanol. Sectiunile sunt tratate cu proteinaza K (100 pg ml~ 1) intr-un tampon
TE [Tris (50 mm), EDTA (10 mm)], la 37 °C timp de 30 de minute. Lamelele
sunt deshidratate prin imersie in bai succesive de etanol si apoi uscate la aer.
Sectiunile sunt incubate cu 100 pl de tampon de hibridare [4 X SSC (solutie
salind de citrat), formamida 50 %, 1 x solutie Denhardt, 250 ug ml-* ARNt din
drojdie, sulfat de dextran 10 %] contindnd 10 ng (1 pl din reactantii PCR
pregatiti astfel cum se descrie in prezenta Sectiune, utilizand primerii CCG-
GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG si TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC) din
sonda marcatd cu digoxigenina. Sectiunile sunt acoperite cu lamele de plastic
pentru hibridare in situ si sunt asezate pe un bloc de incalzire la 95 °C timp de
cinci minute. Lamele trebuie apoi racite pe gheatd timp de un minut inainte de
hibridarea la 42 °C timp de o noapte intr-o etuva umeda. Sectiunile se spala de
doua ori timp de cinci minute in 2 x SSC la temperatura camerei si o datd timp
de 10 minute in 0,4 x SSC la 42 °C. Etapele de detectare se efectueaza in
conformitate cu instructiunile producatorului. Lamele sunt apoi clétite in apa
distilatd sterila (dH2O). Sectiunile sunt contracolorate cu Bismarck Brown
Yellow si clatite in dH2O; se acoperd cu lamele, utilizind un mediu de montare
apos. Controalele pozitive si negative sunt sectiuni de la gazde despre care se stie
ca sunt infectate si, respectiv, neinfectate.
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226. Rezultatul pozitiv trebuie stabilit prin colorarea in violet-negru a
celulelor de M. refringens in tesuturile-tinta cunoscute, toate controalele negative
avand rezultate negative si toate controalele pozitive avand rezultate pozitive.

227. Secventierea este una dintre ultimele etape necesare pentru

confirmarea diagnosticului. Regiunile vizate sunt subunitatea micd a ADNr si
ITSI.

228. In scopul programelor de supraveghere si pentru a confirma prezenta
unei infectii cu Marteilia refringens sau pentru a exclude suspiciunea privind
aceastd boala listata, metodele de diagnosticare si procedurile aferente care
trebuie utilizate in conformitate cu orientarile stabilite in tabelul 13, din Anexa la
norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de
diagnostic a bolilor la animalele acvatice.

Capitolul VI
METODE DE SUPRAVEGHERE SI DE CONTROL iN CEEA CE
PRIVESTE INFECTIA CU BONAMIA OSTREAE

Sectiunea 1
Cerinte referitoare la programele de supraveghere sau de eradicare in
vederea obtinerii si mentinerii statutului sanitar ,,indemn de boald” in ceea
ce priveste infectia cu Bonamia ostreae

229. Controalele sanitar-veterinaresi, dupa caz, esantionarea unitatilor de
productie, in ceea ce priveste infectia cu Bonamia ostreae- o boald cauzata de
protozoarul Bonamia ostreae, se efectueaza in perioada din an in care se stie ca
prevalenta Bonamia ostreae este maxima in zona sau in compartiment, atunci
cand astfel de date nu sunt disponibile, esantionarea se efectueazad iarna sau la
inceputul primaverii.

230. In cazul in care molustele fac obiectul esantionirii se aplicd
urmatoarele criterii:

1). in prezenta Ostrea edulis, numai stridiile din aceasta specie sunt
selectionate pentru esantionare. Daca Ostrea edulis nu sunt prezente, esantionul
este reprezentativ pentru toate celelalte specii sensibile care sunt prezente;

2). daca sunt prezente moluste slabite, cu cochilia deschisa sau care au
murit recent, dar care nu sunt incd descompuse, sunt selectate in principal
acestea. In absenta unor astfel de moluste, molustele selectate includ molustele
sanatoase cu varsta cea mai mare;

3). atunci cand se efectucaza esantionarea in cadrul fermelor in care se
utilizeazd mai mult de o sursa de apa pentru productia de moluste, trebuie incluse
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in esantion moluste care reprezintd toate sursele de apa, in asa fel incat toate
partile fermei sunt reprezentate proportional in esantion;

4). atunci cand se efectueaza esantionarea in zone de culturd a molustelor,
trebuie incluse in esantion moluste dintr-un numar suficient de puncte de
prelevare. Principalii factori care trebuie avuti in vedere pentru selectarea acestor
puncte de prelevare sunt punctele in care a fost detectat Bonamia ostreae in
trecut, densitatea stocurilor, curentii, prezenta speciilor sensibile, prezenta
speciilor-vector, batimetria si practicile de gestionare. Trebuie incluse in
esantionare bancurile naturale care se gasesc in zonele de culturd sau care sunt
adiacente acestora.

231. O zona sau un compartiment cu statut sanitar de categoria III in ceea
ce priveste infectia cu Bonamia ostreae poate obtine din nou statutul sanitar de
categoria I Tn ceea ce priveste aceastd boala listatd, atunci cand toate fermele care
detin specii sensibile din zona sau compartimentul in cauza au facut obiectul cel
putin al programului de supraveghere urmator, care include controale sanitare si
colectarea de esantioane in vederea testarii.

232. Program de supraveghere de doi ani:

1). fermele si zonele de culturd a molustelor care detin specii sensibile au
facut obiectul controalelor sanitare si al esantiondrii timp de o perioadd minima
de doi ani consecutivi, astfel cum se prevede in tabelul 14. din Anexa la norma
sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a
bolilor la animalele acvatice;

2) 1n aceasta perioadd de doi ani, testarea tuturor esantioanelor a avut
rezultate negative in ceea ce priveste Bonamia ostreae si a fost exclusa orice
suspiciune privind Bonamia ostreae;

3) atunci cand Ostrea edulis provenind dintr-o zona sau dintr-un
compartiment cu statut sanitar de categoria I sunt incluse in esantion, acestea
sunt introduse in ferma sau in zona de culturd a molustelor cel putin in toamna
imediat precedenta perioadei in care se desfasoara programul de supraveghere.

233. Eradicarea Bonamia ostreae este consideratd imposibild in cea mai
mare parte a cazurilor, Tnsa, atunci cand Agentia considerd cd acest lucru este
fezabil, se aplica un program de eradicare.

234. O zona sau un compartiment cu statut sanitar de categoria V in ceea
ce priveste infectia cu Bonamia ostreae poate obtine din nou statutul sanitar de
categoria I in ceea ce priveste aceasta boald, atunci cand toate fermele sau zonele
de cultura a molustelor care detin specii sensibile din zona sau compartimentul in
cauzd unde sunt aplicate masurile minime de control in mod efectiv si, in special,
a fost instauratd o zond de izolare, care include un perimetru de protectie si un
perimetru de supraveghere, in vecindtatea fermei (fermelor) sau a zonei (zonelor)
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de cultura a molustelor declarate in mod oficial infectata (infectate) cu Bonamia
ostreae.

235. Zona de izolare este definita de la caz la caz, luand in considerare
factorii care influenteaza riscurile de raspandire a acestei boli listate, cum ar fi:
numdrul, varsta, rata mortalitatii si distributia cazurilor de mortalitate a
molustelor in ferma sau in zona de cultura a molustelor infectata cu Bonamia
ostreae, incluzand molustele salbatice; distanta la care se gasesc fermele
invecinate sau zonele de culturd a molustelor invecinate, precum si densitatea
acestora, incluzdnd molustele sdlbatice; proximitatea fatd de unitdtile de
prelucrare, fermele cu care se intrd In contact sau zonele de culturd a molustelor;
speciile prezente in ferme sau in zonele de culturd a molustelor, In special
speciile sensibile si speciile-vector; practicile de acvacultura aplicate in fermele
sau 1n zonele de culturd a molustelor afectate, precum si in cele aflate in
vecinatate; conditiile hidrodinamice si alti factori pertinenti din punct de vedere
epidemiologic care sunt identificati.

236. Pentru stabilirea perimetrului de protectie si a celui de supraveghere
se stabileste un perimetru de protectie in imediata vecindtate a fermei sau a zonei
de culturd a molustelor declarate in mod oficial infectatd cu Bonamia ostreae si
acest perimetru sda corespundd unei zone stabilite pe baza unor date
hidrodinamice sau epidemiologice corespunzdtoare si in afara perimetrului de
protectie, perimetrul de supraveghere trebuind sd corespunda unei zone situate in
jurul perimetrului de protectie, stabilitd pe baza unor date hidrodinamice sau
epidemiologice corespunzatoare.

237. Toate fermele si zonele de culturda a molustelor care detin speciile
sensibile din perimetrul de protectie si care nu sunt in mod oficial declarate ca
infectate cu Bonamia ostreae sunt supuse unei anchete oficiale care cuprinde cel
putin colectarea de esantioane pentru testarea a 150 de moluste din speciile
sensibile dupa inceputul perioadei de transmitere a Bonamia ostreae. in cazul in
care nu se cunoaste perioada de transmitere, esantionarea se incepe iarna sau la
inceputul primaverii,

238. Toate fermele si zonele de culturd a molustelor declarate in mod
oficial infectate cu Bonamia ostreae sunt golite, fac obiectul unui vid sanitar si,
dacd este posibil, sunt curatate si dezinfectate. Durata perioadei de vid sanitar
este de cel putin sase luni.

239. Dupa golirea tuturor fermelor sau a zonelor de cultura a molustelor

declarate iIn mod oficial infectate, se respectd o perioada de vid sanitar
sincronizat de cel putin patru saptadmani.
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240. Dupa caz, Agentia decide, pe baza unei evaludri a riscurilor, sa
solicite golirea, curatarea, dezinfectia si o perioadd de vid sanitar pentru alte
ferme sau zone de culturd a molustelor, care se afla in interiorul perimetrelor de
protectie si de supraveghere stabilite. Durata perioadei de vid sanitar este
stabilita de Agentie pe baza unei evaluari a riscurilor de la caz la caz;

241. Toate fermele sau zonele de culturd a molustelor declarate Tn mod
oficial infectate si toate celelalte ferme sau zone de culturd a molustelor care au
facut obiectul unui vid sanitar, situate in interiorul perimetrelor de protectie si de
supraveghere stabilite, sunt repopulate cu moluste care provin din zone sau din
compartimente cu un statut sanitar de categoria I in ceea ce priveste infectia
cu Bonamia ostreae. Repopularea are loc numai dupa ce toate fermele declarate
in mod oficial infectate sunt golite, curatate, dezinfectate si au facut obiectul unui
vid sanitar in conformitate cu punctul 238-240.

242. Toate fermele si zonele de culturd a molustelor care detin specii
sensibile din zona sau compartimentul care fac obiectul programului de eradicare
sunt apoi obiectul programului de supraveghere.

243. In cazul in care este necesard o supraveghere individualizati pentru
mentinerea statutului sanitar de categoria I, toate fermele sau zonele de culturd a
molustelor care detin specii sensibile din zona sau din compartimentul in cauza
sunt supuse controalelor sanitare si esantiondrii, in conformitate cu tabelul 15 din
Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele
de diagnostic a bolilor la animalele acvatice, tindnd cont de nivelul riscului de
contaminare a fermei sau a zonei de culturd a molustelor cu Bonamia ostreae.

244, Statutul ,,indemn de boald” in ceea ce priveste infectia cu Bonamia
ostreae se mentine doar atat timp cat toate esantioanele testate utilizand metodele
de diagnostic prevazute au rezultate negative pentru Bonamia ostreae si a fost
exclusa orice suspiciune privind Bonamia ostreae.

245. O zona sau un compartiment care au statutul sanitar de categoria V in
ceea ce priveste infectia cu Bonamia ostreae pot obtine statutul sanitar de
categoria III in ceea ce priveste aceasta boald, cu conditia ca:

1) cerintele previzute la punctele 233-240, sunt indeplinite. In cazul in
care nu este posibil, din punct de vedere tehnic, sa se instaureze vidul sanitar,
fermele in cauzd sunt obiectul unei masuri alternative care sd ofere garantii
aproape identice in ceea ce priveste eradicarea Bonamia ostreae din mediul
fermei;

2) toate fermele sau zonele de cultura a molustelor declarate in mod oficial
infectate si toate celelalte ferme sau zone de culturd a molustelor care au facut
obiectul unui vid sanitar sau al unor mdsuri alternative in conformitate cu

C:\Users\Gurievschi\Downloads\6153 - redactat (ro) (2).docx



58

subpunctul 1), situate in interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere
stabilite, sunt repopulate cu moluste care provin din zone sau din compartimente
cu un statut sanitar de categoria I, II sau III in ceea ce priveste infectia
cu Bonamia ostreae.

3) repopularea are loc numai dupa ce toate fermele sau zonele de cultura a
molustelor declarate in mod oficial infectate sunt golite, curatate, dezinfectate si
au facut obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri alternative in conformitate
cu subpunctul 1).

4) nu este confirmata infectia cu Bonamia ostreae in cursul perioadei de
doi ani care urmeaza punerii in aplicare a masurilor mentionate la subpunctele
1), 2) si 3) st sunt excluse suspiciunile in cursul acestei perioade.

246. Animalul intreg este trimis la laborator acreditat pentru efectuarea
testelor de diagnostic prevazute la punctele 247-249.

247. Metodele de diagnostic care trebuie utilizate pentru a obtine sau a
mentine statutul ,indemn de boald” in ceea ce priveste infectia cu Bonamia
ostreae sunt examenul histopatologic, amprentele tisulare sau PCR stabilite in
Capitolul VI Sectiunea 2.

248. In cazul in care trebuie confirmati sau exclusi suspiciunea privind
infectia cu Bonamia ostreae, ancheta oficiald cuprinde cel putin o prelevare de
esantioane de la 30 de moluste din speciile sensibile, in cazul in care suspiciunea
respectiva se bazeaza pe un raport de mortalitate, sau, daca nu, de la 150 de
moluste din speciile sensibile, dupa 1inceputul perioadei de transmitere
a Bonamia ostreae. In cazul in care nu se cunoaste perioada de transmitere,
esantionarea sd incepe iarna sau la Inceputul primaverii.

249. Prezenta Bonamia ostreae este considerata confirmata atunci cand un
rezultat pozitiv obtinut prin examen histopatologic, amprente tisulare sau
hibridare in situ este asociat unui rezultat pozitiv obtinut prin PCR si completat
prin secventiere in conformitate cu metodele si cu procedurile aprobate,
suspiciunea de infectie cu Bonamia ostreae poate fi exclusa in cazul in care
testele mentionate nu furnizeaza nicio alta dovada a prezentei Bonamia ostreae.

Sectiunea a 2-a
Metode si proceduri de diagnostic detaliate pentru supravegherea
si confirmarea infectiei cu Bonamia ostreae

250. In cazul in care sunt prelevate esantioane si sunt realizate examene de
laborator in scopul obtinerii sau al mentinerii unui anumit statut sanitar in ceea
ce priveste Bonamia ostreae, sau in scopul confirmarii prezentei acestei boli
listate sau al excluderii suspiciunii privind aceasta boala, folosind metodele de
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diagnostic, trebuie aplicate metodele si procedurile de diagnostic detaliate
prevazute in prezenta sectiune.

251. Molustele cu cochilia deschisa sau care au murit recent sunt selectate
cu prioritate, pentru a spori sansele de a gasi animale infectate.

252. Odata selectionate, stridiile se pastreaza la 4 °C sau refrigerate pe
gheata timp de maximum 24 de ore daca esantioanele includ moluste cu cochilia
deschisa si 72 de ore in caz contrar, intr-o pungd de plastic cu o eticheta
cuprinzand detaliile referitoare la natura si originea stridiilor. Molustele cu
cochilia deschisa sau care au murit recent sunt pastrate separat de alte moluste.

253. Pentru diagnosticarea Bonamia ostreae prin histologie se utilizeaza o
sectiune de tesuturi cu grosime de 3-5 mm, incluzand branhii si tesut cardiac. O
portiune de glanda digestiva este utilizatd pentru anumite teste, inclusiv pentru
amprente si pentru reactia in lant a polimerazei (PCR).

254. Citologia (tehnica citologica de colorare) se efectueaza in mod
urmator: dupa uscarea tesutului branhial si a celui cardiac pe o hartie absorbanta
se realizeaza mai multe amprente pe o lama din sticla. Lamele sunt lasate sa se
usuce la aer, se fixeaza in metanol sau etanol absolut si se coloreaza cu ajutorul
unui kit de colorare disponibil in comert (precum Diff-Quik®/Hemacolor®), in
conformitate cu instructiunile producatorului. Dupa spalare cu apa de la robinet
s1 uscare, lamele se acopera cu o lamela cu ajutorul unei rasini sintetice adecvate.
Lamelele sunt analizate mai intai la un grosisment de x 200 si apoi in imersiune
in ulei la un grosisment de % 1 000.

255. Rezultatul pozitiv constd in prezenta unor organisme mici, de forma
sfericd sau ovala (2-5 um latime), in interiorul hemocitelor. Cu toate acestea,
parazitul ar putea fi prezent si in afara celulelor. Aceste organisme au o
citoplasmd bazofila si un nucleu eozinofil (culorile pot varia in functie de
colorantul utilizat) si, deoarece se raspandesc pe lama, pot parea mai mari pe
amprente decat la examinarea histologica. Pot fi observate celule multinucleate.
Tehnica nu este specificd acestei specii de parazit.

256. Histologia se efectueaza in mod urmator, se fixeaza sectiunile de tesut
care includ branhii si glanda digestiva timp de cel putin 24 de ore in fixator
Davidson, urmand o prelucrare normald pentru examenul histologic dupa
includerea in parafind si colorare, cu hematoxilind si eozina sau alte coloranti.
Observatiile trebuie efectuate la grosismente succesive, de maximum x 1 000.

257. Rezultatul pozitiv consta in prezenta unor paraziti sub forma de celule
foarte mici, cu latimea de 2-5 um, in interiorul hemocitelor sau libere in tesutul
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conjunctiv sau in sinusurile epiteliului branhiilor, tubului digestiv si mantalei,
deseori asociati unei reactii inflamatorii intense. Pentru a se inldtura orice
indoiala, parazitii sunt observati in interiorul hemocitelor in vederea stabilirii
unui diagnostic pozitiv. Tehnica nu este specifica acestei specii de parazit.

258. ADN-ul este extras in conformitate cu procedurile standard.

Pot fi utilizate si alte kituri disponibile, de extractie a ADN-ului, care
permit de obicei obtinerea unui ADN de inaltd calitate, ce poate fi utilizat in
protocoalele PCR dupa cum este descris in prezenta sectiune.

259. Pot fi utilizate doua protocoale PCR care vizeaza subunitatea mica a
ADNI:

1) protocol PCR clasic care permite amplificarea mai multor membri din
taxonul Haplosporidia, inclusiv Bonamia spp. Primerii, denumiti Bo si Boas,
sunt 5'-CAT-TTA-ATT-GGT-CGG-GCC-GC-3" si, respectiv, 5'-CTG-ATC-
GTC-TTC-GAT-JRC-CC-3' si amplifica un produs de 300 pb. Amestecurile
pentru PCR contin tampon [500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI (pH 9,0 1a 25 °C) si
1 % Triton® X-100)], 2,5 mM MgClz, 0,2 mM amestec ANTP, 1 uM primer sens
si antisens, 0,02 unitati ul~ ! polimeraza ADN Taq si 0,2 ng ul-! de matrice ADN
intr-un volum total de 50 pl. Esantioanele sunt denaturate intr-un termociclu timp
de cinci minute la 94 °C, urmand 30 de cicluri (94 °C timp de un minut, 55 °C
timp de un minut, la 72 °C timp de un minut) si o elongatie finala timp de 10
minute la 72 °C. Controalele pozitive constau in ADN-ul genomic al unei gazde
cu o infectie pronuntatd sau in ADN plasmidic incluzand regiunea vizata.
Controalele negative constau in ADN-ul genomic al unor gazde neinfectate si in
reactivi PCR fara ADN tintd. Un rezultat pozitiv constd intr-un produs de
amplificare pozitiv de marimea preconizatad (si anume, 300 pb), toate controalele
negative avand rezultate negative si toate controalele pozitive avand rezultate
pozitive;

2) protocol PCR este un test PCR in timp real cu SYBR® Green. Acesta
permite detectarea specifica a B. ostreae (descrisa in cele ce urmeaza) si poate fi
combinat cu un test PCR in timp real cu SYBR® Green care si permitd
detectarea specifica a B. exitiosa (Ramilo et al., 2013). Primerii BOSTRE-F (5'-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3") si BOSTRE-R (5'-
TCGCGGTTGAATTTTATCGT-3") amplifica un produs de 208 pb.
Amestecurile pentru PCR contin SYBR® Green Master Mix (1X), 0,3 uM
primeri sens si antisens si 200 ng de ADN extras. Esantioanele sunt denaturate
intr-un sistem de detectare in timp real timp de 10 minute la 95 °C, urmand 35 de
cicluri (95 °C timp de 30 de secunde, 55 °C timp de 45 de secunde si 72 °C timp
de un minut). Analiza curbei de topire se efectueaza crescand temperatura cu
cate 0,5 °C/s, pornind de la o temperaturd de 55 °C si ajungand la 95 °C,
inregistrand intensitatea fluorescentei la fiecare schimbare de temperatura.
Controalele pozitive constau in ADN-ul genomic al unei gazde cu o infectie
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pronuntatd sau in ADN plasmidic incluzdnd regiunea vizatd. Controalele
negative constau in ADN-ul genomic al unor gazde neinfectate si in reactivi PCR
fara ADN tinta. Un rezultat pozitiv consta intr-un produs de amplificare pozitiv
cu un singur varf al temperaturii de topire (78,25+0,25°C in conditiile
publicate de Ramilo et al., 2013), toate controalele negative avand rezultate
negative si toate controalele pozitive avand rezultate pozitive.

260. Pentru hibridare in situ (IHS) sunt stabilite urmatoare cerinte. Trebuie
utilizata o sonda care vizeaza subunitatea mica din complexul de gene al ADNT,
cu toate ca s-a demonstrat ca poate apdrea o reactie incrucisatd cu alti membri ai
familiei Haplosporidia.

261. Trebuie fixate sectiuni de tesut care includ branhii si glanda digestiva
timp de cel putin 24 de ore in fixator Davidson, urmand o prelucrare normala
pentru examenul histologic dupa includerea in parafind. Se decupeaza sectiuni de
5 um si se aseazad pe lame acoperite cu aminoalchilsilan, apoi se incubeazd in
timpul noptii intr-o etuva la 40 °C. Sectiunile sunt deparafinate prin scufundarea
in xilen timp de 10 minute. Aceastd etapd se repetd o singurd data si apoi
solventul se elimina prin scufundare in doua bai succesive de etanol absolut de
10 minute fiecare. Sectiunile sunt apoi deshidratate prin imersie in bdi succesive
de etanol. Sectiunile sunt tratate cu proteinaza K (100 pg ml~ 1) intr-un tampon
TE [Tris (50 mm), EDTA (10 mm)], la 37 °C timp de 30 de minute. Lamelele
sunt deshidratate prin imersie in bai succesive de etanol si apoi uscate la aer.
Sectiunile sunt incubate cu 100 pl de tampon de hibridare [4 %X SSC (solutie
salind de citrat), formamida 50 %, 1 x solutie Denhardt, 250 ug ml-* ARNt din
drojdie, sulfat de dextran 10 %] contindnd 20 ng (2 pl din reactia PCR pregatiti
astfel cum se descrie la punctul 259 utilizand primerii Bo si Boas) din sonda
marcatda cu digoxigenind. Sectiunile sunt acoperite cu lamele de plastic pentru
hibridare in situ si sunt asezate pe un bloc de incalzire la 95 °C timp de cinci
minute. Lamele trebuie apoi ricite pe gheatd timp de un minut inainte de
hibridizarea la 42 °C timp de o noapte intr-o etuva umeda. Sectiunile se spala de
doua ori timp de cinci minute Tn 2 x SSC la temperatura camerei si o data timp
de 10 minute in 0,4 x SSC la 42 °C. Etapele de detectare se efectueaza in
conformitate cu instructiunile producatorului. Lamele sunt apoi clétite in apa
distilatd sterila (dH2O). Sectiunile sunt contracolorate cu Bismarck Brown
Yellow si clatite In dH2O; se acoperd cu lamele, utilizand un mediu de montare
apos.

262. Controalele pozitive si negative sunt sectiuni de la gazde despre care
se stie ca sunt infectate si, respectiv, neinfectate.

263. Un rezultat pozitiv constd in existenta unor paraziti marcati in
interiorul hemocitelor, toate controalele negative avand rezultate negative si toate
controalele pozitive avand rezultate pozitive.
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264. Secventierea este una dintre ultimele etape necesare pentru

confirmarea diagnosticului. Regiunile vizate sunt subunitatea micd a ADNr si
ITSI.

265. In scopul supravegherii si confirmarii prezentei infectiei cu Bonamia
ostreae sau al excluderii suspiciunii privind aceastd boald, metodele de
diagnostic si procedurile aferente care trebuie utilizate respectd orientarile
stabilite 1n tabelul 16 din Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele de
supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice.

Capitolul VII
METODE DE SUPRAVEGHERE SI DE CONTROL iN CEEA CE
PRIVESTE BOALA PETELOR ALBE (WHITE SPOT DISEASE — WSD)

Sectiunea 1
Cerinte referitoare la programele de supraveghere si de eradicare
in vederea obtinerii si mentinerii statutului sanitar ,,indemn de boala”
in ceea ce priveste boala petelor albe (white spot disease — ,,WSD”)

266. Esantionarea crustaceelor in vederea efectudrii examenelor de
laborator, in ceea ce priveste WSD, precum si a prevenirii raspandirii infectiei cu
virusul sindromului petelor albe (WSSV), are loc atunci cand este probabil ca
temperatura apei sa atinga cea mai inaltd valoare anuala. Aceasta cerinta privind
temperatura apei se aplica de asemenea controlului, in cazul 1n care acestea sunt
fezabile si oportune.

267. In cazul in care crustaceele fac obiectul esantiondrii in conformitate
cu cerintele stabilite in prezenta parte, se aplica urmatoarele criterii:

1). daca in unitatile de productie sunt prezente crustacee slabite sau
muribunde, sunt selectate in principal acestea. In cazul in care astfel de crustacee
nu sunt prezente, cele selectate includ crustacee din cohorte de marime diferita,
s1 anume exemplare tinere si adulti din speciile sensibile selectate, reprezentate
proportional Tn esantion;

2) daca se utilizeaza mai mult de o sursd de apa pentru productia de
crustacee, trebuie incluse in esantion crustacee sensibile care reprezintd toate
sursele de apa.

268. Daca este necesara supravegherea individualizatda a populatiilor
sdlbatice, numarul si distributia geografica a punctelor de prelevare sunt
determinate astfel incat sd se obtind o acoperire rezonabild a zonei sau a
compartimentului. Punctele de prelevare este de asemenea reprezentative pentru
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diferitele ecosisteme in care se gasesc populatiile salbatice din speciile sensibile,
si anume zonele marine, estuarele, raurile si lacurile.

269. In cazul in care este necesarid supravegherea individualizati a
populatiilor salbatice, crustaceele care fac obiectul esantiondrii sunt selectionate
dupa cum urmeaza:

1). in estuare, trebuie selectate una sau mai multe dintre urmatoarele
specii: Carcinus maenas, Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus
depurator, Liocarcinus puber, Crangon crangon, Homarus gammarus,
Palaemon adspersus sau specii de creveti din familia Penaeidae, si
anume Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus, Penaeus semisulcatus. Daca
aceste specii nu sunt prezente, esantionul este reprezentativ pentru alte specii
decapode sensibile care sunt prezente. Avand in vedere varietatea mare a
gazdelor sensibile, gazdele pot fi selectate din genuri sau familii din
ordinul Decapoda a caror sensibilitate a fost demonstratd in mod experimental
sau 1n natura;

2). in rauri si in lacuri trebuie selectate una sau mai multe dintre
urmatoarele  specii: Pacifastacus  leniusculus,  Astacus leptodactylus,
Austropotamobius pallipes sau Orconectes limosus. In cazul in care aceste specii
nu sunt prezente, esantionul este reprezentativ pentru alte specii decapode
sensibile care sunt prezente. Avand in vedere varietatea mare a gazdelor
sensibile, gazdele pot fi selectate din genuri sau familii din ordinul Decapoda a
caror sensibilitate a fost demonstrata in mod experimental sau in natura;

3) daca sunt prezente crustacee slabite sau muribunde, sunt selectate in
principal acestea. In cazul in care astfel de crustacee nu sunt prezente, cele
selectate includ crustacee din cohorte de marime diferitd, si anume exemplare
tinere si adulti din speciile sensibile selectate, reprezentate proportional in
esantion.

270. Conform cerintelor specifice pentru obtinerea statutului sanitar de
categoria I in ceea ce priveste WSD se prevede program de supravegere:

1) o zona sau un compartiment cu statut sanitar de categoria III in ceea ce
priveste WSD poate obtine statutul sanitar de categoria I in ceea ce priveste
aceasta boala listatd, atunci cand toate fermele care detin specii sensibile din
zona sau compartimentul in cauza respecta cerintele relevante, punctele in care
se preleveaza esantioane de la populatiile salbatice sunt supuse urmatorului
program de supraveghere cu durata de doi ani, care cuprinde controale sanitare si
colectarea de esantioane in vederea testarii.

Fermele sau punctele de prelevare au facut obiectul controlului si al
esantiondrii timp de o perioadd minimd de doi ani consecutivi, astfel cum se
prevede in tabelul 17 din Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele de
supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele acvatice. In aceasti
perioada de doi ani, testarea tuturor esantioanelor prin utilizarea metodelor de
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diagnostic stabilite, a avut rezultate negative in ceea ce priveste infectia cu WSD
si a fost exclusa orice suspiciune privind WSD.

2) in cazul in care, in timpul punerii in aplicare a programului de
supraveghere mentionat la subpunctul 1), este confirmata o infectie cu WSD 1intr-
o ferma inclusd in programul de supraveghere respectiv si, prin urmare, a fost
retras statutul de categoria II al fermei, ferma respectiva poate sa isi recastige
imediat statutul de categoria II si sd continue punerea in aplicare a programului
de supraveghere pentru a obtine statutul ,,indemn de boalda” fara sa pund in
aplicare un program de eradicare, cu conditia ca este o ferma al carei statut in
ceea ce priveste WSD este independent de statutul al apelor naturale din
vecindtate n ceea ce priveste aceasta boald listata, ferma a fost golita, curatata,
dezinfectata si supusa unei perioade de vid sanitar; durata perioadei de vid
sanitar este de cel putin sase saptamani si a fost repopulatd cu crustacee
provenind din zone sau din compartimente care au un statut de categoria I in ceea
ce priveste WSD.

271. O zona sau un compartiment cu statut de categoria V in ceea ce
priveste WSD poate obtine statutul de categoria I in ceea ce priveste aceasta
boala listata, atunci cand toate fermele care detin specii sensibile din zona sau
compartimentul in cauza au facut obiectul unui program de eradicare.

272. Masurile minime de control sunt aplicate Tn mod efectiv si o zona de
izolare, care include un perimetru de protectie si un perimetru de supraveghere, a
fost instauratd in vecindtatea fermei (fermelor) declarate in mod oficial infectata
(infectate) cu WSD.

273. Zona de izolare a fost definita de la caz la caz, luand in considerare
factorii care influenteaza riscurile de raspandire a WSD la crustaceele de
crescatorie si la cele sdlbatice, cum ar fi: numarul, rata mortalitatii si distributia
cazurilor de mortalitate a crustaceelor in cadrul fermei infectate cu WSD;
distanta la care se gasesc fermele invecinate si densitatea acestora; fermele cu
care se intrd in contact; speciile prezente la ferme; practicile de acvacultura
aplicate in fermele afectate s1 in fermele invecinate acestora; conditiile
hidrodinamice si alti factori pertinenti din punct de vedere epidemiologic care
sunt identificati.

274. Pentru stabilirea perimetrului de protectie si a celui de supraveghere
este stabilit un perimetru de protectie in imediata vecindtate a fermei declarate in
mod oficial infectatd cu WSD si acest perimetru corespunde: in zone marine si in
estuare: unei zone inscrise Intr-un cerc cu raza cel putin egald cu o deplasare a
mareei sau de cel putin 5 km, retindndu-se valoarea cea mai mare dintre cele
doua, avand ca centru ferma declarata in mod oficial infectatda cu WSD, sau unei
zone echivalente stabilite pe baza unor date hidrodinamice sau epidemiologice
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corespunzatoare; sau in apele dulci, intregului bazin hidrografic al fermei
declarate ITn mod oficial infectata cu WSD. Agentia poate limita extinderea
perimetrului de protectie la anumite parti ale bazinului hidrografic, cu conditia sa
nu se compromita prevenirea raspandirii WSD.

275. In afara perimetrului de protectie este stabilit un perimetru de
supraveghere, perimetrul de supraveghere trebuind sd corespunda: in zone
marine: unei zone situate in jurul perimetrului de protectie, a carei zond de
deplasare a mareei se suprapune cu zona de deplasare a mareei corespunzatoare
perimetrului de protectie; sau unei zone situate in jurul perimetrului de protectie,
inscrisa intr-un cerc cu raza de 10 km, calculatd din centrul perimetrului de
protectie; sau unei zone echivalente stabilite pe baza unor date hidrodinamice sau
epidemiologice corespunzatoare; sau in apele dulci: unei zone situate in
exteriorul perimetrului de protectie stabilit;

276. Toate fermele in care sunt tinute specii sensibile, care se afla in
perimetrul de protectie si care nu sunt declarate in mod oficial infectate cu WSD,
sunt obiectul unei anchete oficiale care include cel putin urmatoarele elemente:
prelevarea de esantioane pentru testarea a 10 crustacee, in cazul in care se
observa semne clinice sau post-mortem compatibile cu WSD, sau pentru testarea
a 150 de crustacee, in cazul in care nu se observa semne clinice sau post-mortem;
si un control; in fermele pentru care testele au avut rezultate negative, controalele
sd continue o datd pe lund in timpul sezonului in care este probabil ca
temperatura apei sa atingd cele mai mari valori anuale, pana cand se renunta la
perimetrul de protectie In conformitate cu punctul 277.

277. Toate fermele declarate in mod oficial infectate cu WSD sunt golite,
curatate, dezinfectate si supuse unei perioade de vid sanitar. Durata perioadei de
vid sanitar este de cel putin sase sdptdmani. Dupa golirea tuturor fermelor
declarate in mod oficial infectate, sd se respecte o perioadd de vid sanitar
sincronizat de cel putin trei saptamani. Prezentul paragraf se aplica, de asemenea,
noilor ferme declarate in mod oficial infectate in timpul punerii in aplicare a
programului de eradicare.

Atunci cand se aplica o perioada de vid sanitar pentru fermele declarate in
mod oficial infectate, perimetrele de protectie este transformat in perimetre de
supraveghere.

278. Agentia decide, pe baza unei evaluari a riscurilor, sa solicite golirea,
curatarea, dezinfectia si o perioada de vid sanitar pentru alte ferme care se afla in
interiorul perimetrelor de protectie si de supraveghere stabilite. Durata perioadei
de vid sanitar este stabilitd de agentie pe baza unei evaludri a riscurilor de la caz
la caz.
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279. Toate fermele declarate in mod oficial infectate si toate celelalte
ferme care au facut obiectul unui vid sanitar, situate in interiorul perimetrelor de
protectie si de supraveghere stabilite, sunt repopulate cu: crustacee provenind din
zone sau din compartimente care au un statut de categoria I in ceea ce priveste
WSD; sau pentru o perioada de tranzitie, cu crustacee provenind din zone sau din
compartimente cu un program de supraveghere a WSD aprobat.

280. Repopularea sa aiba loc numai dupa ce toate fermele declarate in mod
oficial infectate cu WSD sunt golite, curdtate, dezinfectate si au facut obiectul
unui vid sanitar in conformitate punctul 277;

281. Toate fermele care detin specii sensibile din zona sau compartimentul
care fac obiectul programului de eradicare precum si, In cazul in care este
necesara supravegherea populatiilor salbatice, punctele de prelevare sunt apoi
obiectul programului de supraveghere prevazut la punctul 270.

282. Un compartiment care cuprinde o singura ferma, care are statut de
categoria I in ceea ce priveste WSD, al carui statut in ceea ce priveste aceasta
boala listata este independent de cel al apelor naturale din vecinatate si al carui
statut de categoria | a fost retras, poate redobandi statutul de categoria I imediat
ce Agentia a confirmat ca sunt respectate urmatoarele conditii:

1) ferma infectata cu WSD a fost golita, curatata, dezinfectata si supusa
unei perioade de vid sanitar; durata perioadei de vid sanitar este de cel putin sase
saptamani;

2) ferma infectata cu WSD este repopulata cu crustacee provenind din

zone sau din compartimente care au un statut de categoria I in ceea ce priveste
WSD.

283. In cazul in care este necesard o supraveghere individualizati pentru
mentinerea statutului de categoria I, toate fermele care detin specii sensibile
enumerate in Capitolul VII din zona sau compartimentul 1n cauza si sunt supuse
unui control si esantiondrii, in conformitate cu tabelul 18 din Anexa la norma
sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a
bolilor la animalele acvatice, tinand cont de nivelul riscului de contaminare a
fermei cu WSD.

284. In zonele sau in compartimentele in care existd un numar limitat de
ferme, iar supravegherea individualizatd a acestor ferme nu furnizeaza date
epidemiologice suficiente, programele de supraveghere in vederea mentinerii
statutului ,,indemn de boald” includ puncte de prelevare selectionate in
conformitate cu cerintele prevazute la punctul 155. Dintre aceste punctele de
prelevare, 50 % sunt obiectul inspectiei si al prelevarii de esantioane in fiecare
an, prin rotatie. Esantionarea se realizeaza in conformitate cu tabelul 18 din
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Anexa la norma sanitar-veterinara privind cerintele de supraveghere si metodele
de diagnostic a bolilor la animalele acvatice. Esantioanele sunt selectate,
pregatite si examinate 1n conformitate cu metodele de diagnostic si de
esantionare descrise 1n sectiunea 2, iar examenele de laborator sd aiba rezultate
negative in ceea ce priveste agentul WSD.

285. Statutul ,,indemn de boald” se mentine doar atat timp cat toate
esantioanele testate utilizand metodele de diagnostic si de esantionare prevazute
la punctele 289-290, au rezultate negative pentru WSD si orice suspiciune
privind WSD a fost exclusa, in conformitate cu ancheta oficiala si cu metodele
de diagnostic prevazute la punctul 291.

286. O zona sau un compartiment care are statutul de categoria V in ceea
ce priveste WSD poate obtine statutul de categoria III cu conditia ca:

1) cerintele previzute la punctele 271-277, sunt indeplinite. In cazul in
care nu este posibil, din punct de vedere tehnic, sa se instaureze vidul sanitar,
fermele in cauza sunt obiectul unei masuri alternative care sa ofere garantii
aproape identice in ceea ce priveste eradicarea WSSV din mediul fermei;

2) toate fermele declarate in mod oficial infectate cu WSD si toate
celelalte ferme care au facut obiectul unui vid sanitar sau al unor masuri
alternative in conformitate cu subpunctul 1), situate in perimetrele de protectie si
de supraveghere stabilite, sunt repopulate cu crustacee provenind din zone sau
din compartimente cu statut de categoria I, II sau III in ceea ce priveste WSD;

3) repopularea are loc numai dupa ce toate fermele declarate in mod oficial
infectate cu WSD sunt golite, curatate, dezinfectate si au fost obiectul unui vid
sanitar sau al unor masuri alternative in conformitate cu subpunctul 1);

4) sa nu fi fost detectata WSD 1n cursul perioadei de doi ani care urmeaza
finalizarii masurilor mentionate la subpunctul 1) si 2) si sunt excluse suspiciunile
in cursul acestei perioade in conformitate cu procedurile stabilite la punctul 291.

287. Esantioanele de epiderma tegumentard, fie disecate, fie prezente pe
picioarele care servesc la deplasare, pe pleopode, pe orificiile bucale sau pe
branhiile animalului supus testelor, sunt fixate in etanol 95 % 1inainte de
pregatirea esantioanelor pentru PCR in doua etape.

288. Pot fi colectate alte esantioane, fixate pentru examenul histologic si
pentru microscopia electronicd prin transmisie, cu scopul de a sustine datele
referitoare la diagnostic obtinute prin PCR.

289. Metoda de diagnostic care trebuie utilizatd pentru obtinerea sau

mentinerea statutului ,,indemn de boald” in ceea ce priveste WSD este PCR in
doua etape.
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290. In cazul in care prin PCR in doua etape se obtine un rezultat pozitiv,
acesta este coroborat prin secventierea produsului de amplificare, inainte de
punerea in aplicare a primelor masuri de combatere, dacd este posibil prin
evidentierea semnelor patognomonice de WSD la gazdele sensibile selectate,
utilizdnd examenul histologic si microscopia electronicd prin transmisie.

291. In cazul in care trebuie confirmati sau exclusd prezenta infectiei cu
WSD, sunt respectate urmatoarele proceduri in ceea ce priveste inspectia,
prelevarea de esantioane si testarea:

1) ancheta oficiald include cel putin un control si o prelevare de esantioane
de la 10 crustacee, in cazul in care se observd semne clinice sau post-
mortem compatibile cu infectia cu WSD, sau de la 150 de crustacee, in cazul in
care nu se observd semne clinice sau post-mortem. Esantioanele sunt testate
utilizdnd metoda de diagnostic prevazutd la punctele 289-290. (PCR in doua
etape);

2) prezenta WSD este consideratd confirmata atunci cdnd PCR in doua
etape urmata de secventiere, are rezultate pozitive pentru WSSV si atunci cand
sunt prezente semne patognomonice de WSD la gazdele selectate.

Suspiciunea privind WSD poate fi exclusd in cazul in care testele nu
furnizeaza nicio altd dovada referitoare la prezenta WSD.

Sectiunea a 2-a
Metode si proceduri de diagnostic detaliate pentru supravegherea
si confirmarea bolii petelor albe (white spot disease — WSD)

292. In cazul in care se efectueaza preleviri de esantioane si examene de
laborator in scopul programelor de supraveghere, si de si in scopul confirmarii
prezentei infectier cu WSSV sau al excluderii suspiciunii privind aceasta boala,
trebuie aplicate metodele si procedurile de diagnostic detaliate prevazute la
sectiunea data.

Metodele si procedurile descrise in prezenta Sectiune sunt adaptate dupa
testul acreditat pentru bolile crustaceelor. Pot fi folosite abordari alternative,
utilizand conditii echivalente sau kituri fabricate de producatori diferiti, dar care
au o sensibilitate si o specificitate echivalente celor descrise in prezenta sectiune.
In toate cazurile, produsul PCR de amplificare este secventiat, pentru a confirma
ca este vorba despre virusul sindromului petelor albe (WSSV).

293. Tesuturile (pleopode si branhii) de la crustacee infectate cu WSSV
pot fi pastrate in etanol, in RNA later sau pot fi congelate rapid la — 80 °C.
Etapele necesare pentru identificarea WSSV utilizdnd esantioane de tesuturi sunt
urmatoarele: omogenizarea tesuturilor, extractia ADN-ului, amplificarea
specificd a ADN-ului WSSV utilizidnd PCR, vizualizarea produsului amplificat
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pe un gel, purificarea ADN-ului si secventierea pentru confirmarea identitatii
agentului patogen.

294. Maruntirea tesuturilor si pregdtirea unui omogenat intr-un tampon
adecvat se efectueazd utilizdnd un mixer Fast Prep si tuburi Lysing Matrix A
(MP Biomedicals). Tesuturile sunt cantarite, plasate in tuburi Lysing Matrix A,
diluate intr-o proportie de 1 la 10 g/v sau in conformitate cu instructiunile
producatorului, intr-un tampon adecvat [G2 si 10 pl de proteinazd K de utilizat
cu kitul de extractie a ADN-ului din tesuturi DNA Tissue kit (QIAGEN)] si
omogenizate cu un omogenizator Fast Prep 24 timp de doua minute.
Esantioanele omogenizate se incubeaza la 56 °C timp de minimum patru ore sau
timp de o noapte. Esantioanele se agita, se centrifugheaza la 9 000 rpm timp de
doua minute, iar 50 pl de supernatant sau un volum echivalent cu 5 mg de tesut
(greutatea tesutului optima pentru kitul de extractie) se adaugd intr-un tub-
esantion pentru extractia ADN-ului, completandu-se volumul pana la 200 pl cu
ajutorul unui tampon G2.

295. ADN-ul total este extras utilizdnd un set pentru extractia ADN-ului
din tesuturi si EZ1 Advanced XL Biorobot (Qiagen), conform instructiunilor
producatorului. Fiecare lot de esantioane este insotit de un control al extractiei
(ADN din timus de vitel) si de un control negativ (tampon G2). ADN-ul este
eluat intr-un volum de 50 pl.

296. Pentru a se asigura cd extractia s-a finalizat cu succes, se determina
concentratia ADN-ului pentru toate esantioanele si controalele, folosind un Nano
Drop. ADN-ul extras este congelat la — 20 °C in cazul in care nu este necesar
imediat.

297. Metoda care este folositd pentru detectarea WSSV este protocolul
pentru detectarea WSSV prin nested PCR, prevazut in paragrafele urmatoare,
care permite obtinerea, in prima si in a doua etapa a PCR, a unui produs de
amplificare de 1 447 pb si, respectiv, de 848 pb al genei ARNr 18S.

298. Prima etapad a PCR se realizeaza intr-un volum de 50 pl care contine
concentratii finale de 1 x GoTaq Buffer (Promega), SmM MgCl,, 1pmol/ul
primer WSSV 146 F1, 1pmol/ul primer WSSV 146 R1 (tabelul 1), 0,25mM
dNTP, 1,25U polimeraza Taq si 2,5ul ADN. Fiecare esantion este duplicat si
asociat unui control de extractie negativ, unui control PCR negativ (se adauga
2,5ul H20 in loc de ADN) si unui control pozitiv. Controlul pozitiv constd in
plasmida de WSSV diluata, pregatitd si validatd pentru utilizare in laborator
acreditat (pusa la dispozitie de laboratorul de referinta international).
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299. Reactia din cea de-a doua etapa a PCR are loc in acelasi mod ca si
prima etapd, dar utilizand setul de primeri WSSV 146 F2/R2 si un al doilea
control pozitiv, pentru a verifica daca aceasta etapa a PCR a functionat.

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

300. Atat prima, cat si a doua etapd a PCR se realizeazd folosind
urmatoarea succesiune a ciclurilor, utilizand un termociclu DNA Engine Tetrad 2
Peltier (sau echivalent): o etapa initiala de denaturare la 94 °C timp de doua
minute, apoi o etapa la 94 °C timp de 30 de secunde, la 62 °C timp de
30 de secunde, la 72 °C timp de 30 de secunde, repetata pe parcursul a 30 de
cicluri, o etapa de elongatie la 72 °C timp de doud minute si mentinere la 4 °C.

301. Produsele amplificate care rezulta atat din prima etapa, cat si din cea
de a doua etapa a PCR se vizualizeaza pe gel de agaroza 2 % preparat cu ajutorul
unui tampon TAE. 15 ul din fiecare esantion sunt supusi unei tensiuni de 120 de
volti timp de aproximativ 20 de minute si sunt apoi examinati in lumina
ultravioletd. Esantioanele pozitive vor produce o bandd de 1447 pb in prima
etapa a PCR si de 848 pb in a doua etapd a PCR. Esantioanele de aceastd marime
trebuie decupate si plasate intr-un microtub de centrifugare de 1,5 ml. ADN-ul
continut in blocurile de gel se purificd cu ajutorul kitului Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System de la Promega, in conformitate cu instructiunile
producatorilor. Concentratia ADN-ului se estimeazd folosind un Nano Drop.
ADN-ul purificat este congelat la — 20 °C daca nu este utilizat imediat.

302. ADN-ul este secventiat utilizand kitul Big Dye Terminator v3,1
(Applied Biosystems). Volumul total al fiecarei reactii este de 20 pl,
concentratiile finale fiind 1 x Big Dye Terminator, 1 X tampon de secventiere,
10pmol/ul primer sens sau antisens si 10ul de ADN purificat (diluat la
aproximativ 10ng/ul), aplicandu-se urmatoarea succesiune a ciclurilor cu ajutorul
unui termociclu DNA Engine Tetrad 2 Peltier (sau echivalent): 94 °C timp de 30
de secunde, apoi 96 °C timp de 10 secunde, 50 °C timp de 10 secunde si 60 °C
timp de patru minute, ultimele trei etape producandu-se de 30 de ori.
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303. Produsele PCR se precipita utilizand o metoda pe baza de acetat de
sodiu, 1n cadrul careia addugdm 20 pl ADN la 10 pl NaAc, 70 pl H20 si 250 pl
etanol; se agita si se centrifugheaza la 13 000 rpm timp de 20 de minute, se
indeparteaza supernatantul si se spald precipitatul cu 200 pl de etanol absolut,
centrifugat la 13 000 rpm timp de cinci minute. Precipitatul se usuca timp de
cinci minute la 37 °C. Se adauga la precipitat 25 pl de formamida inalt
deionizata, se incalzeste la 95 °C timp de doua minute si se agita bine.
Esantioanele sunt secventiate cu analizorul ABI3130xl Avant Genetic, conform
instructiunilor producatorului. Rezultatele secventierii se analizeaza cu ajutorul
software-ului Sequencher, iar secventele se aliniaza cu secventele care se gasesc
in baza de date NCBI folosind functia BLAST.
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Anexa
la norma sanitar-veterinara privind
cerintele de supraveghere
si metodele de diagnostic a bolilor
la animalele acvatice

Tabelul nr.1
Programul de supraveghere a zonelor si a compartimentelor pe parcursul

perioadei de control de doi ani care preceda obtinerea statutului
»indemn de boala” in ceea ce priveste SHV sau NHI

Tipul de Numiirul | Numirul | Numiirul de pesti per esantion (%)
ferma de de Numairul de pesti | Numarul de
controale | prelevari in dezvoltare genitori (%)
sanitare | pe an (doi
pe an (doi ani)
ani)
a) Ferme care 2 2 50 (prima inspectie) | 30 (prima sau a
detin genitori 75 (a doua doua inspectie)
Inspectie) 0 (prima sau a
doua inspectie)
b) Ferme care 2 1 0 75 (prima sau a
detin numai doua inspectie)
genitori
c) Ferme care 2 2 75 (3) (prima si a 0
nu detin doua inspectie)
genitori

Numarul maxim de pesti per esantion general: 10

(%) Esantioanele sunt prelevate cel mai devreme la trei siptimani dupa transferul
pestilor din apa dulce in apa sarata.

(%) Lichidul ovarian sau seminal de la genitori este colectat in timpul maturdrii,
cu ocazia pontei artificiale (stripping).

(®) Esantioanele trebuie prelevate de la un numir de pesti care si garanteze
detectarea VSHV sau a VNHI cu un nivel de incredere de 95 % daca prevalenta
estimatd este de 5 %.

Tabelul nr.2

Programul de supraveghere, cu esantion de dimensiuni reduse, pe parcursul
perioadei de control de patru ani care preceda obtinerea statutului
»indemn de boala” in ceea ce priveste SHV sau NHI
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Tipul de ferma Numarul de Numarul Numarul de pesti per
controale de esantion (%)
sanitare pe an | prelevari | Numirul de | Numiirul
pe an pesti in de
dezvoltare | genitori (°)
Primii doi ani ai perioadei de supraveghere
a) Ferme care 2 1 0 (prima 0 (prima
detin genitori inspectie) inspectie)
30 (a doua 0 (adoua
inspectie) inspectie)
b) Ferme care 2 1 0 30 (prima
detin numai sau a doua
genitori inspectie)
¢) Ferme care nu 2 1 30 (®) (prima 0
detin genitori sau a doua
inspectie)
Ultimii doi ani ai perioadei de supraveghere
Ferme care detin 2 2 30 (prima 0 (prima
genitori inspectie) 0 (a | inspectie)
doua 30 (a doua
inspectie) inspectie)
Ferme care detin 2 2 30 (prima
numai genitori si a doua
inspectie)
Ferme care nu 2 2 30 (®) (prima

detin genitori

si a doua
inspectie)

Numarul maxim de pesti per esantion general: 10

(*) Esantioanele sunt prelevate cel mai devreme la trei saptdmani dupa transferul
pestilor din apa dulce 1n apa sarata.
(®) Lichidul ovarian sau seminal de la genitori este colectat in timpul maturdrii,

cu ocazia pontei artificiale (stripping).

(®) Esantioanele trebuie prelevate de la un numir de pesti care sid garanteze
detectarea VSHV sau a VNHI cu un nivel de incredere de 95 % daca prevalenta
estimata este de 10 %.

Tabelul nr.

3

Programe de supraveghere a zonelor sau a compartimentelor

in vederea mentinerii statutului ,,indemn de boala”

in ceea ce priveste SHV sau NHI.
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Nivelul de risc Numarul de controale Numairul de pesti per
sanitare esantion (°)
Ridicat 2 pe an 30 () (®
Mediu 1 pe an 30 (")
Scéazut 1la2 ani 30 (")

Numadrul maxim de pesti per esantion general: 10

(") Esantioanele sunt prelevate cel mai devreme la trei siptimani dupa transferul
pestilor din apa dulce 1n apa sarata.
(%) Esantioanele trebuie prelevate de la un numir de pesti care si garanteze
detectarea VSHV sau a VNHI cu un nivel de incredere de 95 % daca prevalenta
estimatd este de 10 %.
(°) Pentru fiecare inspectie sanitard este prelevat cel putin un esantion.

Tabelul nr.4

Programul de supraveghere a zonelor si a compartimentelor pe parcursul
perioadei de control de doi ani care preceda obtinerea statutului
»indemn de boala” in ceea ce priveste KHVD

Numarul de | Numarul de | Numarul
controale examene de de pesti
clinice pe an | laborator pe per
(doi ani) an (doi ani) esantion
Ferme/situride | Primii doi 2 2 75 (19
prelevare ani ai
perioadei de
supraveghere
Numarul maxim de pesti per esantion general: 2
Tabelul nr.5

Programul de supraveghere a zonelor si a compartimentelor pe parcursul
perioadei de control de patru ani care preceda obtinerea statutului
»indemn de boala” in ceea ce priveste KHVD

Numarul
de
controale
clinice pe

Numarul de

examene de

laborator pe
an

Numarul
de pesti
per
esantion
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an

Ferme/situri | Primii doi ani ai 1 1 30
de prelevare perioadei de

supraveghere
Ferme/situri | Ultimii doi ani ai 2 2 30
de prelevare perioadei de

supraveghere

Numadrul maxim de pesti per esantion general: 2.

Tabelul nr.6

Programe de supraveghere a zonelor sau a compartimentelor
in vederea mentinerii statutului ,,indemn de boala”
in ceea ce priveste KHVD.

Nivelul de risc Numarul de Numarul de pesti
controale sanitare per esantion
Ridicat 2 pean 30
Mediu 1 pe an 30
Scazut 11a 2 ani 30
Numarul maxim de pesti per esantion general: 2.
Tabelul nr.7

Program de supraveghere pentru mentinerea statutului ,,indemn de boala”
in ceea ce priveste KHVD in zonele sau in compartimentele in care exista un
numar limitat de ferme, iar supravegherea individualizata a acestor ferme
nu furnizeaza date epidemiologice suficiente.

Numarul de Numarul de Numarul de
controale examene de pesti per
clinice pe an laborator pe esantion
an
Puncte de prelevare 11a 2 ani 11a 2 ani 30
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Tabelul nr.8

Primeri si conditii pentru protocolul de nested PCR care vizeaza toate
virusurile herpetice ale ciprinidelor (CyHV-1, CyHV-2 si CyHV-3).

Denumirea
primerului

Secventa

Succesiunea
ciclurilor

Dimensiunea
produsului

CyHVpol-
sens

5'-
CCAGCAACATGTGCG
ACGG-3’

CyHVpol-
antisens

5'-
CCGTARTGAGAGTTG
GCGCA-3’

Prima faza PCR
1 ciclu:
95 °C timp de 2
minute
40 de cicluri:
95 °C timp de 30 de
secunde
55 °C timp de 30 de
secunde
72 °C timp de 45 de
secunde
1 ciclu:
72 °C timp de 10 de
minute

362 pb

CyHVpol-
intern sens

5'-
CGACGGVGGYATCAG
CCC-3’

CyHVpol-
intern
antisens

5'-
GAGTTGGCGCAYACY
TTCATC-3'

A doua faza PCR
1 ciclu:
95 °C timp de 2
minute
40 de cicluri:
95 °C timp de 30 de
secunde
55 °C timp de 30 de
secunde
72 °C timp de 45 de
secunde
1 ciclu:
72 °C timp de 10 de
minute

339 pb

Tabelul nr.9
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Programul de supraveghere a zonelor si a compartimentelor pe parcursul
perioadei de control de doi ani care preceda obtinerea statutului ,,indemn
de boala” in ceea ce priveste AIS.

An de Numarul de Numarul de examene | Numarul de
supraveghere | controale sanitare | de laborator pe an pesti de la care

pe an (doi ani) (doi ani) trebuie sa se

colecteze
esantioane,

pe an
Anul 1 6 2 (12 2*75 ()
Anul 2 6 2 (%2 2*75 )

(*2) Esantioanele trebuie si fie prelevate, depozitate si examinate in decursul a
doud perioade de testare per an, fiecare perioadd avand durata de o luna
(primavara si toamna), sau atunci cand este cazul, in functie de consideratiile de

ordin practic.

(**) Numarul maxim de pesti per esantion general: 5.

Tabelul nr.10

Programe de supraveghere a zonelor sau a compartimentelor in vederea
mentinerii statutului ,,indemn de boali” in ceea ce priveste AIS (®).

Nivelul de risc Numirul de Numarul de Numarul de
controale sanitare examene de pesti de la care
pe an laborator pe an trebuie sa se
colecteze
esantioane, pe
an
Ridicat 2 2 (1% 2*30
Mediu 1 1(* 30
Scazut 11a2ani 1la2an 30 1a 2 ani
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(**) Esantioanele sunt prelevate si examinate in decursul a doud perioade de
testare per an, fiecare perioadd avand durata de o lund (primavara si toamna), sau

atunci cand este cazul, in functie de consideratiile de ordin practic.

() Nu se aplicd fermelor in care sunt crescuti doar pastravi-curcubeu
(Oncorhynchus mykiss) sau pastravi comuni (Salmo trutta) sau ambele specii si a
caror aprovizionare cu apa se bazeaza exclusiv pe surse de apa dulce in care nu

existd somon de Atlantic (Salmo salar).

Tabelul nr.11

Programul de supraveghere pentru zonele sau compartimentele
pe parcursul perioadei de control care preceda obtinerea statutului
»indemn de boala” in ceea ce priveste infectia cu Marteilia refringens.

Numarul de

Numarul de

Numarul de moluste

controale sanitare examene de per esantion
pe an laborator
pe an
Ferme/zone 1 1 150
de cultura a
molustelor
Tabelul nr.12

Programe de supraveghere pentru zonele sau compartimentele in vederea
mentinerii statutului ,,indemn de boala” in ceea ce priveste
infectia cu Marteilia refringens.

Nivelul de risc Numaérul de | Numarul Numairul de moluste per
controale examenelor | esantion
sanitare de
laborator
Ridicat 1 pe an 11a 2 ani 150
Mediu 1la2ani 1la2ani 150
Scazut 1la2ani 1la4ani 150
Tabelul nr.13

C:\Users\Gurievschi\Downloads\6153 - redactat (ro) (2).docx



https://eur-lex.europa.eu/legal-content/RO/TXT/HTML/?uri=CELEX:32015D1554&qid=1570107689130&from=EN#ntc14-L_2015247RO.01000501-E0014
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/RO/TXT/HTML/?uri=CELEX:32015D1554&qid=1570107689130&from=EN#ntc15-L_2015247RO.01000501-E0015

79

Orientari privind utilizarea metodelor de diagnostic pentru programele de
supraveghere si pentru a confirma infectia cu Marteilia refringens sau
pentru a exclude suspiciunea privind aceasta boala

Metoda Supraveghere Diagnostic Confirmarea
individualizata prezumtiv diagnosticului
Amprente ale X X X sau
glandei digestive
Histopatologie X X sau
Hibridare in situ X si
PCR X X X si
Secventiere X
Tabelul nr.14

Programul de supraveghere pentru zone sau compartimente pe
parcursul perioadei de control, care preceda obtinerea statutului ,,indemn
de boala” in ceea ce priveste infectia cu Bonamia ostreae

Numarul de Numarul de Numarul de moluste
controale examene de per esantion
sanitare pe an laborator
pe an

Ferme/zone de 1 1 150

cultura a

molustelor

Tabelul nr.15

Programe de supraveghere pentru zone sau compartimente in vederea
mentinerii statutului ,,indemn de boala” in ceea ce priveste infectia
cu Bonamia ostreae.

Nivelul de Numarul de Numarul Numarul de moluste
risc controale examenelor de per esantion
sanitare laborator
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Ridicat 1 pe an 11a2ani 150

Mediu 1lla2ani 1la2ani 150

Scazut 1la2ani 1la4ani 150
Tabelul nr.16

Orientari privind utilizarea metodelor de diagnostic pentru programele
de supraveghere si pentru a confirma infectia cu Bonamia ostreae
sau pentru a exclude suspiciunea privind aceasta boala

Metoda Supraveghere Diagnostic Confirmarea
individualizata prezumtiv diagnosticului
Amprente de la X X X sau
inima sau branhii
Histopatologie X X sau
Hibridare in situ X si
PCR X X X si
Secventiere X
Tabelul nr.17

Programul de supraveghere pentru zonele si compartimente pe parcursul
perioadei de control de doi ani care preceda obtinerea statutului

»indemn de boala” in ceea ce priveste WSD

Numarul de

Numarul de

Numarul de crustacee

controale examene de per esantion
clinice pe an laborator
pe an
Ferme/situri de 1 1 150
prelevare
Tabelul nr.18
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Programe de supraveghere pentru zonele sau compartimentele in vederea
mentinerii statutului ,,indemn de boala” in ceea ce priveste WSD.

Nivelul de Numarul de Numarul Numarul de crustacee
risc controale examenelor per esantion
sanitare de laborator
Ridicat 1 pe an 1la2ani 150
Mediu 11a 2 ani 1la2ani 150
Scazut 1la2ani 1la4ani 150
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Nota informativa
la proiectul Hotararii Guvernului cu privire la aprobarea normei sanitar-
veterinare privind cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a
bolilor la animalele acvatice ( numar unic 698/MADRM/2019 )

1 Denumirea autorului si, (lupad caz, a participantilor la elaborarea
proiectului t

Proiectul Hotérarii Guvernului privind aprobarea normei samtar-veterinare
privind cerintele de supraveghere si metodele de diagnostic a bolilor la animalele
acvatice este elaborat de catre Ministerul Agriculturii, Dezvoltarii Regionale si
Mediului o ] ] ) L

2. Conditiile ce au impus elaborarea proiectului de act normativ si
finalitatile urmarite :

Proiectul Hotararii de Guvern nominalizat este elaborat in temeiul art. -0 si
29 din Legea nr. 221/2007 privind activitatea sanitar-veterinara si vine intru
executarea&Hotararii Guvernului nr.636 din 11 decembrie 2019 cu privire la
aprobarea Planului national de actiuni al Guvernului pentru anii 2020-2023 si a
Planul National de Actiuni pentru implementarea Acordului de Asociere pentru
perioada 2017-2019, aprobat prin Hotararea Guvernului nr. 1472 din 28.12.2016.

3. Descrierea gradului de compatibilitate pentru proiectele care au ca scop
armonizarea legislatiei nationale cu legislatia Uniunii Europene ~#

Prezentul proiect este compatibil cu prevederile Deciziei Comisiei
2015/1554 de stabilire a unor norme pentru aplicarea Directivei 2006/88/CE in
ceea ce priveste cerintele referitoare la supraveghere si la metodele de diagnostic,
publicata in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 247/1 din 23 septembrie 2015.,
in acest sens a fost intocmit tabelul de concordantd in care se analizeaza
comparativ gradul de transpunere a actului Uniunii Europene 1in legislatia
nationala.

4" Principalele prevederi ale proiectului si evidentierea elementelor noi

Elaborarea prezentului act normativ este impusa de necesitatea completarii
legislatiei in vigoare cu prevederi ce stabilesc norme de supraveghere care trebuie
aplicate Tn caz de suspiciune sau de confirmare a unor boli la animalele acvatice
si metodele de diagnostic care trebuie utilizate pentru examenele de laborator in
caz de suspiciune sau de confirmare a prezentei unor boli la animalele acvatice.

5. Fundamentarea economico-fmanciara _

Implementarea  prevederilor proiectului nu presupune cheltuieli
suplimentare de la bugetul de stat, indeplinirea acestora este argumentata
economico-financiar, anual, de catre Agentia Nationala pentru Siguranta
Alimentelor.

Toate cheltuielile ce vor surveni in urma implementarii proiectului dat,
urmeaza a fi suportate in limita mijloacelor bugetare aprobate pentru aceste
scopuri, n stricta conformitate cu legislatia in vigoare.

6. Modul de incorporare a actului in cadrul normativ in vigoare

Prevederile prezentului proiect reprezintd un instrument de punere 1n
aplicare a Legii nr.221/2007 privind activitatea sanitar-veterinara, totodata cadrul



normativ national va fi adus in concordanta cu legislatia Uniunii Europene in ceea
ce priveste domeniul sanitar-veterinar.

7. Avizarea si consultarea publica a proiectului

Proiectul a fost supus avizarii si consultarii publice conform art. 32 din
Legea 100/2017 cu privire la actele normative, fiind plasat pe pagina web a
Ministerului Agriculturii, Dezvoltarii Regionale si Mediului www.madrm.gov.md
la compartimentul Transparenta decizionala / Proiecte de documente, obiectiile si
recomandarile fiind luate in consideratie la definitivarea proiectului.

8.Constatarile expertizei anticoruptie

Proiectul a fost supus expertizei anticoruptie de catre Centrul National
Anticoruptie conform art. 35 din Legea 100/2017, care a constatat ca nu au fost
identificati careva factori si riscuri de coruptie.

9.Constatarile expertizei de compatibilitate

Prezentul proiect a fost supus expertizei de compatibilitate si conform
concluziilor Centrului de Armonizare a Legislatiei acesta si-a atins finalitatea
propusa, asigurand implementarea in modul corespunzator a Deciziei de punere in
aplicare (UE) 2015/1554 a Comisiei din 11 septembrie 2015 de stabilire a unor
norme pentru aplicarea Directivei 2006/88/CE in ceea ce priveste cerintele
referitoare la supraveghere si la metodele de diagnostic.

10. Constatarile expertizeijuridice

Proiectul a fost supus expertizei juridice de catre Ministerul Justitiei
conform art. 37 din Legea 100/2017 obiectiile si recomandarile fiind luate n
consideratie la definitivarea proiectului.

11. Alte expertize

Proiectul contine prevederi ce reglementeaza activitatea de Tntreprinzator
n contextul Legii nr. 235/2006, astfel a fost elaborata Analiza Impactului si supusa
expertizei la Grupul de Lucru al Cancelariei de Stat fiind sustinuta cu luarea in
consideratie a obiectilor si recomandarilor expuse in opinie.
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