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(Acte fard caracter legislativ)

REGULAMENTE

REGULAMENTUL (UE) NR. 175/2010 AL COMISIEI

din 2 martie 2010

de punere in aplicare a Directivei 2006/88/CE a Consiliului in ceea ce priveste masurile pentru
controlul cresterii mortalititii stridiilor din specia Crassostrea gigas in legiturd cu detectarea Ostreid
herpesvirus 1 pvar (OsHV-1 pvar)

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA EUROPEANA,

avand in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avand 1in vedere Directiva 2006/88/CE a Consiliului din
24 octombrie 2006 privind cerintele de sindtate animald
pentru animale si produse de acvaculturd §i privind prevenirea
si controlul anumitor boli la animalele de acvaculturd (*), in
special articolul 41 alineatul (3) si articolul 61 alineatul (3),

intrucat:

1)

Directiva 2006/88/CE stabileste cerintele de sdndtate
animald care trebuie aplicate in cazul introducerii pe
piatd a animalelor si produselor de acvaculturi. In plus,
directiva stabileste mdsurile preventive minime care
urmeazd sd fie puse in aplicare in cazul suspectdrii sau
dovedirii prezentei unui focar al uneia dintre bolile
animalelor de acvacultura.

Articolul 41 din directiva mentionatd prevede ci statele
membre trebuie si ia mdsuri corespunzdtoare pentru
controlul oricdrei situatii in legdturd cu o boald
emergentd si pentru a preveni raspandirea bolii in
cauzd. In cazul unei situaii in legdturd cu o boald
emergentd, statul membru respectiv trebuie sd
informeze fird intdrziere Comisia, statele membre si
statele membre ale AELS, in cazul in care constatarile
efectuate atestd existenta unei situatii epizootice de
naturd si afecteze un alt stat membru.

Cresterea mortalitatii stridiilor din specia Crassostrea gigas
(denumite in continuare ,stridii Crassostrea gigas”) a fost
detectatd in mai multe zone din Franta si din Irlanda in
ultima parte a primdverii §i in vara anului 2008. Acest
fenomen a fost atribuit unei combinatii de factori adversi
de mediu, coroboratd cu prezenta bacteriilor din genul
Vibrio si prezenta Ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1),
incluzdnd un genotip nou descris al acestui virus,
denumit OsHV-1 pvar.

() JO L 328, 24.11.2006, p. 14.

)

Autorititile franceze au informat Comisia, statele
membre si statele membre AELS cu privire la situatie si
la misurile luate in august 2008, aspectul fiind adus si in
atentia Comitetului permanent pentru lantul alimentar si
sdndtatea animald in septembrie 2008.

In primivara anului 2009, o crestere a mortalititii
atribuitd aceleiasi combinatii de factori a fost din nou
detectatd in Franta, Irlanda si Insulele Anglo-Normande.
Desi cauzele mortalitdtii riman incd incerte, investigatiile
epidemiologice efectuate in Irlanda §i Regatul Unit in
2009 sugereazd cd OsHV-1 pvar are un rol important
in cazul acestei mortalitati.

Autorititile competente din statele membre respective si
din Insulele Anglo-Normande au informat Comisia cu
privire la situatie si cu privire la mdsurile luate, aspectul
fiind adus si in atentia Comitetului permanent pentru
lantul alimentar si sindtatea animald, in mai multe
randuri.

Misurile de protectie luate de citre autorititile
competente din statele membre respective i din
Insulele Anglo-Normande in vederea controldrii situatiei
in legdturd cu boala emergentd au avut in principal la
bazd restrictionarea circulatiei stridiilor Crassostrea gigas
citre exteriorul zonelor afectate de cresterea mortalitatii.

Avand in vedere reaparitia situatiei in legdturd cu boala
emergentd in anul 2009 si posibila repetare a acesteia si
riscul de rispandire pe o arie mai mare in primivara si
vara anului 2010, precum si pe baza experientei
dobandite, este necesard si adecvatd extinderea
mdsurilor deja luate de citre statele membre afectate.

Pentru a asigura conditii uniforme de punere in aplicare a
cerintelor Directivei 2006/88/CE in ceea ce priveste bolile
emergente si pentru a asigura faptul cd misurile luate
oferdi o protectie suficientd impotriva continudrii
rispandirii, fird a impune in acelagi timp restrictii
inutile asupra circulatiei stridiilor Crassostrea gigas, este
necesard coordonarea la nivelul Uniunii Europene a
mdsurilor privind aceastd situatie in legdturd cu boala
emergentd.
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(10)  Atunci cand autorititile competente sunt informate cu
privire la detectarea unei cresteri a mortalitdtii in randul
stridiilor Crassostrea gigas, ar trebui sd se efectueze o
esantionare si testarea in vederea detectdrii sau excluderii
prezentei OsHV-1 pvar.

(11)  Atunci cand prezenta genotipului de virus OsHV-1 pvar
este confirmatd, ar trebui puse in aplicare masuri pentru
controlul bolii, inclusiv crearea unei zone de izolare.
Pentru delimitarea zonei de izolare, ar trebui sd se tinid
seama de anumiti factori prevdzuti in prezentul regu-
lament. Aceste masuri de control al bolii ar trebui si
rdmand in vigoare pand in momentul in care inspectiile
demonstreazd incetarea cresterii mortalitatii.

(12)  Ar trebui prevdzute restrictii asupra circulatiei stridiilor
Crassostrea gigas citre exteriorul zonelor de izolare, pentru
a se limita riscul de rdspandire a bolii. Totusi, ar trebui
prevazute anumite derogdri pentru cazurile in care riscul
de raspandire a bolii este redus. Aceste derogiri se referd
la circulatia anumitor stridii Crassostrea gigas destinate
zonelor de culturd sau de relocare situate in altd zond
de izolare sau destinate consumului uman. Pentru a
asigura trasabilitatea loturilor de stridii Crassostrea gigas
destinate zonelor de culturd sau de relocare, acestea ar
trebui sd fie insotite de un certificat de sindtate animald.
La completarea certificatului, ar trebui sd se aibd in
vedere notele explicative previzute in anexa V la Regu-
lamentul (CE) nr. 1251/2008 al Comisiei din
12 decembrie 2008 de punere in aplicare a Directivei
2006/88/CE a Consiliului in ceea ce priveste conditiile
si cerintele de certificare pentru introducerea pe piatd si
importul in Comunitate de animale de acvaculturd si
produse obtinute din aceste animale si de stabilire a
unei liste a speciilor-vectori (!).

(13) In scopul cunoasterii mai amdnuntite a situatiei in
legdturd cu boala emergentd in Uniune si in mod
specific in statele membre i compartimentele incd
neafectate §i pentru a asigura detectarea rapidd a
oricirei aparitii a OsHV-1 pvar, statele membre ar
putea crea programe de esantionare si testare specificd
pentru detectarea rapidd a OsHV-1 pvar. Stridiile Cras-
sostrea gigas care provin din zone care au ficut obiectul
misurilor de protectie in 2009, in temeiul masurilor
na‘gionale, sau in 2010, in conformitate cu prezentul
regulament, ar trebui s facd obiectul unor cerinte supli-
mentare de sdndtate animald dacd sunt introduse in
scopul culturii sau relocdrii in statele membre sau
compartimentele care intrd sub incidenta unui astfel de
program, in mdsura in care OsHV-1 pvar nu a fost
detectat in acel stat membru sau compartiment.

(14)  Pentru a asigura comparabilitatea datelor colectate in
diferite state membre in contextul programelor de esan-
tionare si testare specifici in vederea detectdrii rapide a
OsHV-1 pvar, ar trebui stabilite anumite cerinte privind
continutul acestor programe.

(15) Disponibilitatea unor informatii exacte si prompte
privind situatia in ceea ce priveste detectarea OsHV-1

() JO L 337, 16.12.2008, p. 41.

pvar in statele membre reprezintd un element esential
pentru asigurarea unui control adecvat al situatiei in
legdturd cu boala emergentd. In acest scop, statele
membre ar trebui sd informeze fird intarziere Comisia
si celelalte state membre cu privire la prima prezentd
confirmatd a virusului OsHV-1 pvar pe teritoriul lor in
2010.

(16) In plus, ar trebui si se utilizeze paginile de internet
informative elaborate in conformitate cu articolul 10
din Decizia 2009/177|CE a Comisiei din 31 octombrie
2008 de punere in aplicare a Directivei 2006/88/CE a
Consiliului in ceea ce priveste programele de supra-
veghere si eradicare si statutul ,indemn de boald” al
statelor membre, al zonelor sau al compartimentelor (2).

(17)  Pentru a asigura transparenta si promptitudinea informa-
tillor relevante privind situatia in legiturd cu boala
emergentd, statele membre ar trebui sd puni la dispozitia
Comisiei Europene si celorlalte state membre informatii
privind zonele de izolare, zonele care au ficut anterior
obiectul masurilor de protectie, dar unde s-a demonstrat
absenta OsHV-1 pvar, si programele instituite pentru
detectarea rapidd a OsHV-1 pvar.

(18)  Deoarece existd incd mari incertitudini in ceea ce priveste
situatia in legdturd cu boala emergentd, mdisurile
previzute in prezentul regulament ar trebui si se aplice
pand la sfarsitul lunii decembrie 2010.

(19) Mdsurile prevazute in prezentul regulament sunt
conforme cu avizul Comitetului permanent pentru
lantul alimentar si sinitatea animali,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1
Definitie

In sensul prezentului regulament, OsHV-1 fwar inseamni un
genotip al virusului Ostreid herpesvirus-1 (OsHV-1) care este
definit pe baza datelor secventiale partiale care prezintd o
eliminare sistematicd a 12 perechi de baze in secventa ORF 4
a genomului, comparativ cu OsHV-1 (GenBank # AY509253).

Articolul 2
Esantionare, testare si crearea zonelor de izolare

(1) In momentul detectirii cresterii mortalititii stridiilor din
specia Crassostrea gigas (,stridii Crassostrea gigas”), autoritatea
competentd procedeazd la urmitoarele:

(a) prelevarea esantioanelor in conformitate cu partea A din
anexa [;

(b) testarea in vederea detectdrii prezentei OsHV-1 pvar in
conformitate cu metodele de diagnosticare previzute in
partea B din anexa L.

() JO L 63, 7.3.2009, p. 15.
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(2)  In cazul in care rezultatele testelor mentionate la alineatul
1 litera (b) indicd prezenta OsHV-1 pvar, autoritatea competentd
creeazd o zond de izolare. Acea zond este definitd pe baza unei
analize de la caz la caz, luind in considerare factorii care influ-
enteazd riscul de rdspandire a bolii previzuti in partea C din
anexa [

(3)  Statele membre informeaza fird intarziere Comisia si alte
state membre cu privire la prima zond de izolare creatd pe
teritoriul lor in anul 2010.

Articolul 3

Cerinte privind introducerea pe piatdi a stridiilor
Crassostrea gigas care provin dintr-o zond de izolare
mentionatd la articolul 2

(1)  Stridiile Crassostrea gigas care provin din zone de izolare
create in conformitate cu articolul 2 alineatul (2) nu sunt trans-
portate cdtre exteriorul zonei respective.

(2)  Prin derogare de la alineatul (1), loturile de stridii Cras-
sostrea gigas pot circula cdtre exteriorul zonei de izolare, daci:

(a) sunt destinate unei alte zone de izolare create in confor-
mitate cu articolul 2 alineatul (2);

(b) provin dintr-o parte a zonei de izolare, incluzand incuba-
toarele, care nu este afectatd de cresterea mortalitatii, iar
lotul a fost supus urmdtoarelor masuri:

(i) esantionarea in conformitate cu partea A din anexa [; si

(i) testarea in vederea detectdrii prezentei OsHV-1 pvar in
conformitate cu metodele de diagnosticare previzute in
partea B din anexa I, toate rezultatele fiind negative;

(c) sunt destinate, inainte de consumul uman, prelucrérii supli-
mentare, centrelor de purificare, centrelor de expediere sau
unitdtilor de prelucrare dotate cu un sistem de tratare a
reziduurilor validat de citre autoritatea competentd care:

(i) neutralizeazd virusurile cu anvelop3; sau

(ii) reduc la un nivel acceptabil riscul de raspandire a bolilor
la sistemul hidrografic natural;

(d) sunt destinate consumului uman si sunt ambalate si
etichetate in acest scop, in conformitate cu Regulamentul
(CE) nr. 853/2004 al Parlamentului European si al Consi-
liului (1), si:

(i) nu mai pot supravietui ca animale vii dacd se intorc in
mediul din care provin; sau

(ii) sunt destinate prelucrdrii suplimentare fird depozitare
temporard la locul in care se efectueazd prelucrarea;

(e) loturile sau produsele aferente sunt destinate consumului
uman fard prelucrare suplimentard, cu conditia ca acestea

() JO L 139, 30.4.2004, p. 55.

sd fie ambalate in ambalaje pentru comertul cu amanuntul
care sunt conforme cu dispozitiile referitoare la astfel de
ambalaje din Regulamentul (CE) nr. 853/2004.

(3)  Loturile mentionate la alineatul (2) literele (a) si (b) si
destinate zonelor de culturd sau de relocare sunt insotite de
un certificat de sdndtate animald completat in conformitate cu
modelul prevdzut in anexa II la prezentul regulament si notele
explicative prevdzute in anexa V la Regulamentul (CE) nr.
1251/2008.

Articolul 4
Ridicarea misurilor previzute la articolele 2 si 3

Autoritatea competentd poate ridica masurile de control in ceea
ce priveste zonele de izolare create in conformitate cu
articolul 2 alineatul (2) si restrictiile privind introducerea pe
piatd previzute la articolul 3 dupd efectuarea a doud inspectii
consecutive la un interval de 15 zile care indicd incetarea
cresterii mortalitatii.

Articolul 5

Cerinte privind introducerea pe piatd a stridiilor

Crassostrea gigas care provin dintr-un compartiment care

anterior a ficut obiectul masurilor de control din cauza

cresterii mortalititii stridiilor Crassostrea gigas in legiturd
cu OsHV-1 pvar

(1)  Stridiile Crassostrea gigas introduse pe piatd si provenind
dintr-un compartiment care anterior a facut obiectul mdsurilor
de protectie fie in 2009, fie in 2010 din cauza cresterii morta-
litatii stridiilor Crassostrea gigas in legdturd cu OsHV-1 pvar:

(a) sunt insotite de un certificat de sinitate animald completat
in conformitate cu modelul prevdzut in anexa II la prezentul
regulament si notele explicative prevdzute in anexa V la
Regulamentul (CE) nr. 1251/2008, dacd animalele:

(i) sunt destinate statelor membre sau compartimentelor
care au creat un program pentru detectarea rapidi a
OsHV-1 pvar si in care OsHV-1 pvar nu este detectat; si

(i) sunt destinate zonelor de culturd sau de relocare;

(b) provin dintr-un compartiment in care s-a demonstrat
absenta OsHV-1 pvar prin efectuarea esantiondrii si testdrii
in conformitate cu partea A din anexa I; si

(c) respectd cerintele de sindtate animald previzute in modelul
de certificat mentionat la litera (a).

(2)  Un program pentru detectarea rapidd a OsHV-1 pvar
mentionat la alineatul 1 litera (a) punctul (i) respectd urmai-
toarele cerinte:

(a) programul trebuie sd fie declarat Comitetului permanent
pentru lantul alimentar §i sindtatea animald;
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(b) aceastd declaratie trebuie sd fie conformd cu punctul 1,
punctele 5.1, 5.2, 5.3, 5.5, si 5.9 si cu punctele 6 si 7
din modelul de formular previzut in anexa II la Decizia
2009/177/CE;

(c) programul trebuie si includa:
(i) esantionarea in conformitate cu partea A din anexa I;

(i) testarea in vederea detectdrii prezentei OsHV-1 pvar in
conformitate cu metodele de diagnosticare prevdzute in
partea B din anexa L

(3)  Alineatul (1) devine aplicabil la o sdptdimand de la data
reuniunii Comitetului permanent pentru lantul alimentar si
sdndtatea animald in cadrul cdreia a fost declarat programul
mentionat la alineatul 1 litera (a) punctul (i).

Articolul 6
Pagina de internet informativa

(1)  Statele membre pun la dispozitia Comisiei si celorlalte
state membre urmdtoarele:

(a) o listd a zonelor de izolare si a factorilor care au fost luati in
considerare pentru definirea acestor zone, inclusiv o
descriere a limitelor geografice ale zonei relevante, stabilite
in conformitate cu articolul 2 alineatul (2);

(b) o listd a compartimentelor, inclusiv o descriere a limitelor
geografice ale zonei relevante:

(i) care au ficut obiectul masurilor de protectie in 2009
din cauza cresterii mortalitdtii in cazul stridiilor Cras-
sostrea gigas in legdturd cu OsHV-1 pvar;

(i) in cazul cdrora s-a demonstrat absenta OsHV-1 pvar
printr-o testare efectuatd in conformitate cu pargile A
si B din anexa I asupra esantioanelor prelevate din
zonele de izolare;

(c) declaratiile privind programele mentionate la articolul 5
alineatul (2), inclusiv o descriere a limitelor geografice ale
zonei relevante.

(2)  Informatiile previzute la alineatul (1) sunt actualizate si
puse la dispozitie prin intermediul paginilor de internet infor-
mative create in conformitate cu articolul 10 din Decizia
2009/177/CE.

Articolul 7
Raportare

Pand la 1 octombrie 2010 cel tirziu, statele membre prezintd
Comisiei un raport privind programele declarate in conformitate
cu articolul 5 alineatul (2).

Raportul este conform cu modelul de formular previzut in
anexa VI la Decizia 2009/177/CE.

Atrticolul 8
Intrarea in vigoare si aplicarea

Prezentul regulament intrd in vigoare in a treia zi de la data
publicdrii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Se aplicd de la 15 martie 2010 péand la 31 decembrie 2010.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele

membre.

Adoptat la Bruxelles, 2 martie 2010.

Pentru Comisie
Presedintele
José Manuel BARROSO
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ANEXA 1

PARTEA A

Esantionarea

1. Esantionare in scopul articolului 2

Esantioanele previzute la articolul 2 constau in cel putin 12 exemplare de stridii Crassostrea gigas. La selectarea
acestor animale, sunt esantionate exemplarele slabite, cu cochilia deschisd sau care au murit recent (incd nedes-
compuse), acestea fiind colectate din compartimentul in care se observd mortalitatea.

2. Esantionarea in sensul articolului 3 alineatul (2) litera (b), a articolului 5 alineatul (1) litera (b) si a articolului 5 alineatul (2)

(a) Esantionarea in sensul articolului 3 alineatul (2) litera (b) consti:

G5

in cazul larvelor, in cinci probe continand cel putin 50 mg de animale intregi colectate intre 4 si 8 zile de
la fecundare, inclusiv cochilii, per lot;

i

in cazul stridiilor tinere cu dimensiuni mai mici de 6 mm, in 30 de probe de 300 mg de animale intregi,
inclusiv cochilii, per lot;

(ii

(ili) in cazul stridiilor mai mari de 6 mm, in 150 de exemplare per lot.

=

La selectarea acestor animale, toate parile lotului trebuie s fie reprezentate in mod proportional in esantion.
Dacid sunt prezente animale slabite, cu cochilia deschisd sau care au murit recent (incd nedescompuse), trebuie
selectate cu prioritate aceste animale.

Esantionarea in sensul articolului 5 alineatul (2) constd in cel putin 150 de exemplare de Crassostrea gigas per
punct de esantionare. Esantionarea se efectueazi la toate fermele sau zonele de culturd a molustelor din statul
membru sau compartimentul care face obiectul programului.

Esantionarea in sensul articolului 5 alineatul (1) litera (b) constd in cel putin 150 de exemplare de stridii
Crassostrea gigas per compartiment.

La selectarea acestor animale, se tine seama de urmdtoarele criterii:

— dacd sunt prezente animale sldbite, cu cochilia deschisd sau care au murit recent (incd nedescompuse),
aceste animale sunt selectate cu prioritate. Dacd nu sunt prezente astfel de animale, animalele selectate
includ molugte sinitoase in varstd de mai putin de 12 luni;

— atunci cand se efectueazd esantionarea in cadrul fermelor in care se utilizeazd mai mult de o sursd de api
pentru productie, trebuie incluse pentru esantionare animale reprezentind toate sursele de apd, in asa fel
incat toate partile fermei sd fie reprezentate proportional in esantion;

— atunci cind se efectueazd esantionarea in zone de culturd a molustelor, se includ in esantion animale
dintr-un numdr suficient de puncte de esantionare, cel putin trei, in asa fel incat toate partile zonei de
culturd a molustelor sd fie reprezentate proportional in esantion, inclusiv bancurile naturale prezente in
zona de culturd a molustelor. Principalii factori care trebuie avuti in vedere pentru selectarea acestor puncte
de esantionare sunt: detectarea prealabild a OsHV-1 pvar in zond, densitatea stocurilor, debitele de api,
batimetria §i practicile de gestionare.

Esantionarea previzutd la articolul 5 alineatul (2) se efectueazd in perioada din an in care prevalenta OsHV-
1 pvar in statul membru sau in compartiment este cunoscutd a fi maxima. Atunci cand astfel de date nu sunt
disponibile, esantionarea se efectueazd imediat dupd perioada in care temperatura apei depiseste 16 °C sau in
perioada din an in care temperatura atinge in mod normal valoarea maximd anuald.

Esantionarea prevazutd la articolul 5 alineatul (1) litera (b) se efectueazd de preferat in perioada din an descrisi
la litera (c). Dacd esantioanele sunt colectate in afara acestei perioade din an, stridiile esantionate trebuie s fie
pistrate in conditii echivalente celor descrise la litera (c) pe o perioadd adecvatd pentru detectarea OsHV-1 pvar,
inainte de a fi testate.
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PARTEA B
Metode de diagnosticare pentru detectarea OsHV-1 pvar
Domeniul de aplicare

Aceastd procedurd explicdi o metodd standard de diagnosticare care trebuie utilizatd pentru detectarea si identi-
ficarea OsHV-1 pvar prin reactia in lang a polimerazei (denumitd in continuare ,PCR”). Aceasta permite realizarea
unei distinctii intre OsHV-1 §i OsHV-1 pvar.

Dupi caz, pentru optimizarea conditiilor de reactie si pentru adaptarea la echipamentele si conditiile proprii de
laborator, laboratoarele pot aplica modificiri la metodele descrise in prezenta anexd, cu conditia sd se demonstreze
aceeasi sensibilitate i specificitate.

Definitie

OsHV-1 pvar este definit in articolul 1 din prezentul regulament.

Echipamentele si conditiile de mediu

Pentru testul de diagnosticare utilizat pentru detectarea si identificarea OsHV-1 pvar prin PCR sunt necesare
echipamentele si conditiile de mediu utilizate in mod obisnuit pentru testele PCR, dupd cum urmeazi:

— O hotd inchisd dotatd cu un sistem de limpi UV pentru eliminarea eventualelor contamindri in timpul
prepardrii amestecului PCR.

— Doud seturi complete de pipete (2 pl, 20 pl, 200 pl si 1 000 pl), primul pentru extractia ADN-ului si al doilea
pentru prepararea amestecului PCR.

— Trei pipete diferite: o pipetd (2 pl) pentru dozarea esantioanelor in amestecul PCR, o pipetd (20 pl) pentru
esantionarea bromurii de etidiu §i o altd pipetd (20 pl) pentru incdrcarea produselor PCR in gelul de agaroza.

— Varfuri de pipete cu filtre (2 pl, 20 pl, 200 pl si 1 000 pl) pentru extractia ADN-ului, prepararea amestecului
PCR si dozarea esantioanelor.

— Varfuri de pipetd (20 pl) pentru recoltarea bromurii de etidiu si pentru incircarea produselor amplificate in
gelul de agaroza.

— Un ciclor termic pentru efectuarea amplificrilor.

— Un sistem de electroforezd orizontald pentru electroforeza produselor PCR.

— O masd UV pentru observarea produselor PCR dupi electroforeza in gelul de agaroza.

— Un sistem de obtinere a imaginilor gelului.

Operatorul trebuie si poarte un halat de laborator si manusi in timpul tuturor diferitelor etape descrise mai jos.
Halatul de laborator si manusile trebuie schimbate, de preferat, dupi fiecare etapd principald: extractia ADN-ului,
prepararea amestecului PCR, dozarea esantioanelor, amplificarea si incircarea in gel.

Se recomandi ca aceste etape diferite si fie efectuate in incaperi diferite. In special, amplificarea si incarcarea in
gel/electroforeza ar trebui sd aibi loc intr-o altd incdpere decat extractia ADN-ului, prepararea amestecului PCR si
dozarea ADN-ului.

Procedura

Pregdtirea esantionului

Stridii vii sau care au murit recent (incd nedescompuse), care pot fi congelate anterior, sunt prelucrate pentru
extractia ADN-ului.
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Esantioanele sunt prelucrate in mod diferit, in functie de dimensiunea acestora:

(a) in cazul larvelor, probe de 50 mg de animale intregi (inclusiv cochilii) completate cu 200 pl de apd distilatd

sunt zdrobite si centrifugate la 1 000 g timp de 1 minut;

(b) in cazul stridiilor tinere cu dimensiuni de cel mult 6 mm, probe de 300 mg de animale intregi (inclusiv cochilii)

completate cu 1200 pl de apd distilatd sunt zdrobite si centrifugate la 1 000 g timp de 1 minug;

(c) in cazul stridiilor tinere cu dimensiuni intre 6 si 15 mm, toate tesuturile moi ale fiecdrui animal sunt zdrobite

individual;

(d) in cazul animalelor cu dimensiuni mai mari de 15 mm, sunt izolate portiuni de branhii si de manta.

Extractia ADN-ului se efectueazd utilizind QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) si respectind instructiunile pentru
protocolul de testare a tesuturilor.

Prepararea in continuare a esantionului se efectueazd in urmditoarea ordine:

10.

11.

12.

. Se agazd 100 pl de supernatant pentru esantioanele mentionate la literele (a) si (b) sau 10 pand la 50 mg de

tesut pentru esantioanele mentionate la literele (c) si (d) intr-o eprubetd de 1,5 ml pentru microcentrifugd si se
adaugd 180 pl de solutie-tampon ATL.

. Se adaugd 20 pl de proteinazd K, se amestecd intensiv si se incubeazd la 56 °C pand cand tesutul este complet

lizat (pand a doua zi). Ocazional, se amestecd intensiv in timpul incubatiei pentru dispersarea esantionului. Se
centrifugheazd rapid eprubeta de 1,5 ml pentru microcentrifugd pentru indepartarea piciturilor de pe capac.

. Se adaugd 200 pl de solutie-tampon AL la esantion, se amestecd intensiv prin pulsatii timp de 15s si se

incubeazd la 70 °C timp de 10 minute. Se centrifugheazi usor eprubeta de 1,5 ml pentru microcentrifugd
pentru indepdrtarea piciturilor de pe capac.

. Se adaugd 200 pl de etanol (96-100 %) la esantion si se amestecd intensiv prin pulsatii timp de 15s. Se

centrifugheazd rapid eprubeta de 1,5 ml pentru microcentrigfugd pentru indepdrtarea piciturilor de pe capac.

. Cu atentie, se aplici amestecul obtinut la etapa 4 la coloana de centrifugare QIAamp (intr-o eprubetd de

recoltare de 2 ml) fird a uda marginea. Se inchide capacul si se centrifugheazd la 10 000 rpm timp de 1
minut. Se asazd coloana de centrifugare QlAamp intr-o eprubetd de recoltare de 2 ml curatd (previzutd in
trusd) si se aruncd eprubeta care contine filtratul.

. Se deschide cu atentie coloana de centrifugare QIAamp si se adaugd 500 pl de solutie-tampon AW1 firi a se

uda marginea. Se inchide capacul §i se centrifugheazi la 10 000 rpm timp de 1 minut. Se asazd coloana de
centrifugare QIAamp Spin intr-o eprubetd de recoltare de 2 ml curatd (previzutd in trusd) si se aruncd
eprubeta de recoltare care contine filtratul.

. Se deschide atent coloana de centrifugare QIAamp si se adaugd 500 pl de solutie-tampon AW?2 fird a se uda

marginea. Se inchide capacul si se centrifugheazi la vitezd maxima (14 000 rpm) timp de 3 minute.

. (Optional) Se asazd coloana de centrifugare QlAamp intr-o eprubetd de recoltare de 2 ml noud (nu este

previzutd in trusi) si se aruncd eprubeta de recoltare care contine filtratul. Se centrifugheazd la viteza
maximd (14 000 rpm) timp de 1 minut.

. Se asazd coloana de centrifugare QIAamp intr-o eprubetd curatd de 1,5 ml pentru microcentrifugd (nu este

prevazutd in trusd) si se aruncd eprubeta de recoltare care contine filtratul. Se deschide cu atentie coloana de
centrifugare QIAamp si se adaugd 100 pl de apa distilatd. Se incubeazd timp de 5 minute la temperatura
camerei si se centrifugheazd la 10 000 rpm timp de 1 minut.

Se controleazd calitatea si eficacitatea extractiei [de exemplu, mdsurdnd DO (260 nm) la spectrofotometru sau
dupi electroforezd in gel de agarozi].

Se prepard diluarea esantioanelor pentru a avea o concentratie finali de ADN de 50-100 ng/pl.

Solutiile de ADN se pistreazd la o temperaturd de 4 °C pand cind se efectueazd analizele PCR.
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Pentru extractiile ADN-ului pot fi utilizate alte truse comerciale, cu conditia si se fi demonstrat ci acestea oferd

rezultate similare.

4.2.  Reactia in lant a polimerazei (PCR)

4.2.1. Reactivi

— 10 X solutie-tampon (furnizatd cu ADN polimeraza Taq)

— Mg(l, (furnizatd cu ADN polimerazd) (25 mM)

— ADN polimerazd Taq (Goldstar, Eurogentec) 5 U/ul

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Amestecul principal (20 mM) trebuie diluat de 10 ori (la 2 mM) inainte de

utilizare

— d H,0 (H,0 distilatd firdi ADN si ARN)

4.2.2. Primeri

Trebuie utilizati urmdtorii primeri (*):

CF (10 pM)

CR (10 pM)

4.2.3. Amestecul PCR

Amestecul PCR pentru fiecare eprubetd

este:

Volum per eprubetd

Concentratie finald

Solutie-tampon (10 X) 5l 1X
MgCl, (25 mM) 5ul 2,5 mM
dNTP (2 mM) 5ul 0,2 mM
CF (10 uM) 1l 0,2 M
CR (10 pM) 1l 0,2 M
Polimeraza Taq (5 U/pl) 0,5ul 2,50

dH,0

31,5 pl

— 49 pl din acest amestec PCR se dozeazd in fiecare eprubetd PCR

— 1 pl din ADN-ul extras (50-100 ng/ul) se adaugd in fiecare eprubet.

4.2.4. Controale

Se utilizeazd doud tipuri de controale:

— Controalele negative constau in dH,O (1 pl pentru 49 pl de amestec PCR). Acestea au ca scop detectarea unei
eventuale contamindri reactive a mediului de lucru. Un control negativ ar trebui sd fie inclus in unul din 10

esantioane sau dupd fiecare lot de esantioane.

de Mus de Loup, 17390 La Tremblade, Franta).

(") Acesti primeri sau descrierile acestora pot fi obtinute de la laboratorul comunitar de referintd pentru bolile molustelor (LGP-Ifremer, av
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— Controalele pozitive constau in ADN plasmidic contindnd segmentul tintd CF-CR al genomului OsHV-1.
Acestea au ca scop verificarea eficacitdtii reactiei PCR. Un control pozitiv ar trebui inclus pentru fiecare
analizd PCR. Controalele pozitive sunt disponibile la laboratorul comunitar de referintd.

4.2.5. Amplificare

Ciclurile de amplificare se efectueaza intr-un ciclor termic.

— Denaturare initiald: 2 min la 94 °C

— Amplificare: 35 de cicluri (1 min la 94°C, 1 min la 50°C si 1 min la 72 °C)

— Elongatie finald: 5 min la 72 °C

4.3, Electroforezd
4.3.1. Reactivi

— 50 X TAE (poate fi cumpdrat gata de utilizare):

Bazd tris (40 mM) 242 ¢

Acid acetic glacial (40 mM) 57,1 ml

Na,EDTA.2H,0 (1 mM) 18,61 g

dH,0 pentru 1 litru

Se regleazi la pH 8

— Gel de agarozd 2,5 % in 1X TAE

Bromuri de etidiu (0,5 pg/ml) addugatd dupd ricirea gelului.

— Incircarea colorantului albastru:

Bromofenol albastru 0,25 %

Xilen cianol FF 0,25 %

Zaharozd 40 %

Se pastreazd la 4 °C.

Se utilizeazd diluat de 6 ori (2 pl de tampon albastru de incircare pentru 10 pl de produse PCR).

— Marcatorul masei moleculare:

SmartLadder SF (Eurogentec): un marcator al masei moleculare gata de utilizare incluzand 9 benzi distantate
regulat, de la 100 la 1 000 bp.

4.3.2. Prepararea gelului de agarozi

1. Se cantdresc 2,5 g de agarozd, se adaugd 100 ml de 1X TAE si se incilzeste pand la topirea amestecului.
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2. Dupa ricirea solutiei, se adaugd bromuri de etidiu (5 pl pentru 100 ml de gel de agarozd), iar solutia se asazd
intr-un mulaj specific dotat cu dinti de pieptene (pentru formarea cavitdtilor).

3. Atunci cand gelul se polimerizeazi, dintii de pieptene sunt indepartati si gelul se asazd intr-un sistem de
electroforezd orizontald continand suficientd 1 X TAE pentru acoperirea gelului de agaroza.

4. 10 pl de produse PCR se amestecd cu 2 pl de colorant albastru (6 X) si se introduc in cavititi

5. O cavitate este destinatd marcatorului masei moleculare (5 pl)

6. Se aplici o tensiune de 50-150 volti timp de 30 de minute pand la 1 ord, in functie de dimensiunea si
densitatea gelului

7. Gelul se examineazd la lampa UV.

4.4.  Interpretare

Prezenta OsHV-1 pVar intr-un esantion este indicatd de prezenta unei benzi de dimensiune corespunzitoare
(157 bp, in loc de 173 bp pentru OsHV-1) pe gel de agarozd 2,5%, cu toate controalele negative avand
rezultate negative si toate controalele pozitive avand rezultate pozitive.

PARTEA C
Definitia zonei de izolare

Urmitorii factori care influenteazd riscurile de raspandire a bolii sunt luati in considerare la definirea zonei de izolare in
conformitate cu articolul 2 alineatul (2):

(a) numdrul, rata si distributia molustelor la ferma sau zona de culturd a molustelor infectatd;

(b) distanta si densitatea fermelor sau a zonelor de culturd a molustelor din vecinitate;

(c) proximitatea fatd de unitdtile de prelucrare, fermele cu care se intrd in contact sau zonele de culturd a molustelor cu
care se intra in contact;

(d) speciile prezente la ferme sau in zonele de culturd a molustelor;

(e) practicile de acvaculturd aplicate la ferma afectatd sau in fermele sau zonele de culturd a molustelor invecinate; si

(f) conditiile hidrodinamice si alti factori cu potentiale efecte epizootologice identificate.
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ANEXA 11

Model de certificat de sinitate animald pentru introducerea pe piati a stridiilor Crassostrea gigas destinate
zonelor de culturd sau de relocare

UNIUNEA EUROPEANA

Certificat intracomunitar

1.1. Expeditorul
Nume

Adresa
Codul postal

1.2. Numarul de referinta al certificatului | 1.2.a. Numar local de referintd

1.3. Autoritatea Competentd Centrala

1.4. Autoritatea Competenta Locala

. Destinatarul
Nume

Adresa
Codul postal

1.6.

1.8. Tara de origine

Codul ISO

9.

Codul ISO

1.10. Tara de destinatie A1,

Partea I: Detalii ale prezentului transport

Nume
Adresa

Codul postal

1.12. Locul de origine/Locul de prelevare

Exploatatia de acvacultura aprobata []
Altele []
Numérul de aprobare

1.18. Locul de destinatie
Exploatatia de acvacultura aprobata []
Altele [
Nume
Adresa

Numarul de aprobare

Codul postal

1.14. Locul de incarcare

Codul postal

1.15. Data si locul de plecare

1.18. Mijloacele de transport

Avion []
Vehicul rutier []
Identificare:

Vas []

Vagon de tren []
Altele []

1.17. Transportator

Nume Numarul de aprobare
Adresa
Codul postal Stat membru

1.18. Specii de animale/Produse

1.19. Codul produsului (cod CN)
03.07

1.20. Numar/Cantitate

(nume stiintific)

1.21. 1.22. Numar de pachete
1.23. Identificarea containerului/Numarul sigiliului 1.24. Tip de ambalaje
1.25. Animale certificate ca/produse certificate pentru:
Reproductie [] Retransmitere []
1.26. Tranzit prin tari terte — 1.27. Tranzit prin statele membre —
Tara terta Codul ISO Stat membru Codul ISO
Punct de iesire Cod Stat membru Codul ISO
Punct de intrare Nr. PIF Stat membru Codul ISO
1.28. Export —1 1.29.
Tara terta Codul ISO
Punct de iesire Cod
1.30.
1.31. Identificarea animalelor
Specii Cantitate

L 5211
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UNIUNEA EUROPEANA Pentru introducerea pe piatd a stridiilor Crassostrea gigas
destinate zonelor de culturéd sau de relocare

II. Informatii privind sénatatea Il.a. Numarul de referintd al certificatului | Il.b.

()(®)[M.1 Cerinte pentru stridiile Crassostrea gigas care provin dintr-o zon3 de izolare creatd in conformitate cu articolul 2 din Regula-
mentul (UE) nr. 175/2010
Subsemnatul, inspector oficial, certific prin prezenta ca stridiile Crassostrea gigas mentionate Tn partea | a prezentului certificat:

1.1.1 provin dintr-o zona care face obiectul masurilor de control al bolilor n ceea ce priveste cresterea mortalitatii stridiilor Crassostrea gigas in

o legatura cu OsHV-1 pvar;

% (MI.1.2  pot fi introduse pe piatd in conformitate cu articolul 3 alineatul (2) litera (a) din Regulamentul (UE) nr. 175/2010;]

S

=| (MI.1.2 provin dintr-o parte a zonei de izolare care nu este afectatd de cresterea mortalitatii, iar lotul a facut obiectul esantiondrii si testarii n

g conformitate cu anexa | la Regulamentul (UE) nr. 175/2010 cu privire la stridiile Crassostrea gigas, rezultatul fiind negativ;]]

£

©

& (ME)[I.2 Cerinte pentru stridiile Crassostrea gigas care provin dintr-un stat membru sau dintr-un compartiment care a ficut anterior
obiectul mésurilor de protectie in ceea ce priveste cresterea mortalitatii stridiilor Crassostrea gigas in legaturd cu OsHV-1 pvar
si care sunt destinate statelor membre sau compartimentelor care fac obiectul unui program pentru detectarea rapida a OsHV-1
pvar
Subsemnatul, inspector oficial, certific prin prezenta ca stridiile Crassostrea gigas mentionate Tn partea | a prezentului certificat:

.21 provin de la o ferma sau zona de culturd a molustelor unde, potrivit evidentelor fermei sau zonei de cultura a molustelor, nu exista nicio
indicatie privind cresterea mortalitatii;

2.2 provin dintr-un compartiment unde absenta OsHV-1 pvar este demonstrata prin esantionarea si testarea efectuatd in conformitate cu

— anexa | la Regulamentul (UE) nr. 175/2010 cu privire la stridile Crassostrea gigas.]

1.3 Cerinte privind transportul i etichetarea
Subsemnatul, inspector oficial, certific prin prezenta ca:

1.3.1 stridiile Crassostrea gigas mentionate in partea | a prezentului certificat sunt tinute Tn conditii, inclusiv o anumita calitate a apei, care nu le
afecteaza starea de sanatate;

1.3.2 containerul de transport este curat gi dezinfectat inainte de incarcare sau nu a fost utilizat anterior;

1.3.3 lotul este identificat printr-o eticheta lizibila pe exteriorul containerului sau, ih cazul n care este transportat cu o nava cu viviera, in
manifestul navei, cu informatiile relevante mentionate in casetele 1.8-1.13 din partea | a prezentului certificat $i urmatoarea declaratie:
fie (M[stridii Crassostrea gigas destinate culturii/relocarii intr-o zona care face obiectul unui program de detectare rapida a OsHV-1

pvar’]
fie (Mlstridii Crassostrea gigas destinate culturii/relocarii intr-o zona care face obiectul masurilor de control al bolilor si care provin
dintr-o zona care face obiectul masurilor de control al bolilor"].

Note

Partea I

— Caseta 1.12: Dupa caz, se utilizeaza numarul autorizatiei pentru ferma sau zona de cultura a molustelor in cauza.

— Caseta 1.13: Dupa caz, se utilizeaza numarul autorizatiei pentru ferma sau zona de cultura a molustelor in cauza.

— Casetele 1.20 si 1.31: In ceea ce priveste cantitatea, se furnizeaza numarul total.

— Caseta 1.25: Se utilizeaza optiunea ,Reproducere” daca sunt destinate culturii, ,Relocare” daca sunt destinate relocarii.
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UNIUNEA EUROPEANA Pentru introducerea pe piatd a stridiilor Crassostrea gigas destinate
zonelor de cultura sau de relocare
Il. Informatii privind sénatatea Il.a. Numarul de referinta al certificatului | Il.b.
Partea a ll-a:

() Se pastreaza, dupa caz.

(3) Partea Il.1 a prezentului certificat se aplica loturilor de stridii Crassostrea gigas care provin dintr-o zona de izolare creata in conformitate cu articolul 2
alineatul (2) din Regulamentul (UE) nr. 175/2010 si care, in conformitate cu articolul 3 alineatul (2) litera (a) sau (b) din regulamentul mentionat, pot
parasi zona.

(®) Partea 1.2 a prezentului certificat se aplica loturilor de stridii Crassostrea gigas mentionate la articolul 5 alineatul (1) din Regulamentul (UE) nr. 175/
2010, destinate statelor membre sau compartimentelor care fac obiectul unui program de detectare rapida a OsHV-1 uvar si care provin dintr-o zona
care a facut anterior obiectul masurilor de protectie Tn legatura cu cresterea mortalitatii stridiilor Crassostrea gigas.

Medicul veterinar oficial sau inspectorul oficial

Numele (cu majuscule): Functia si titlul:
Unitatea veterinara locala: Nr. UVL:
Data: Semnatura:

Stampila:




