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(Nelegislativne akty)

NARIADENIA

NARIADENIE KOMISIE (EU) &. 175/2010

z 2. marca 2010,

ktorym sa vykondva smernica Rady 2006/88/ES, pokial ide o opatrenia na kontrolu zvySenej
mortality ustric druhu Crassostrea gigas v sivislosti so zistenim herpetického virusu ustric
(Ostreid herpesvirus) 1 pvar (OsHV-1 pvar)

(Text s vyznamom pre EHP)

EUROPSKA KOMISIA,

so zretefom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej tnie,

so zretelom na smernicu Rady 2006/88/ES z 24. oktébra 2006
o zdravotnych poziadavkich na Zivocichy a produkty akvakul-

tary a

o prevencii a kontrole niektorych chorob vodnych Zivo-

¢ichov (1), a najmé na jej ¢lanok 41 ods. 3 a ¢lanok 61 ods. 3,

kedZe:

1

(4)

V smernici 2006/88/ES sa stanovujii zdravotné pozia-
davky, ktoré sa maja uplatiiovat pri uvddzani Zivocichov
a produktov akvakultdry na trh. Okrem toho sa v nej
stanovujii minimdlne preventivne opatrenia, ktoré sa
maju uplatiiovat v pripade podozrenia na urcité choroby
vodnych Zivocichov alebo vyskytu ich ohniska.

V ¢lanku 41 uvedenej smernice sa stanovuje, Ze ¢lenské
$tdty musia prijat vhodné opatrenia na kontrolu situdcie
v pripade novej choroby a zabrdnenie jej Sireniu.
V pripade vyskytu novej choroby o tom dotknuty
¢lensky stat okamzite informuje Komisiu, ¢lenské staty
a Clenské staty EZVO, ak maju tieto zistenia epidemiolo-
gicky vyznam pre iny ¢lensky stat.

Zvy$end mortalita ustric druhu Crassostrea gigas (dalej len
wustrice Crassostrea gigas”) bola zistend vo viacerych oblas-
tiach vo Franctizsku a v {rsku pocas minulej neskorej jari
a v lete 2008. Pripisuje sa kombindcii nepriaznivych
faktorov zZivotného prostredia spolu s pritomnostou
baktérie rodu Vibrio a s pritomnostou herpetického
virusu ustric 1 (OsHV-1) vritane novopopisaného geno-
typu uvedeného virusu nazvaného OsHV-1 pvar.

Franctzske orgdny informovali o situdcii a opatreniach
prijatych v auguste 2008 Komisiu, ¢lenské $tity a ¢lenské

() U.v. EU L 328, 24.11.2006, s. 14.

§tdity EZVO a na zdlezitost bol v septembri 2008
upozorneny Stily vybor pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat.

Na jar 2009 sa opidtovne zistila zvy$end mortalita pripi-
sovand tej istej kombindcii ¢initelov vo Franctizsku, Irsku
a na Normanskych ostrovoch. Hoci pri¢iny dhynov
zostdvaji neisté, epidemiologicky prieskum v frsku a v
Spojenom kralovstve v roku 2009 naznacuje, Ze hlavni
tlohu pri dhynoch zohrdva OsHV-1 pvar.

Prislusné  orgdny  uvedenych  ¢lenskych  Statov
a Normanskych ostrovov informovali Komisiu o situdcii
a prijatych opatreniach a na zdlezitost bol niekolkokrat
upozorneny Stily vybor pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat.

Opatrenia na zabranenie Sireniu, ktoré prijali prislusné
organy v uvedenych clenskych $tdtoch a na Norman-
skych ostrovoch v zdujme kontroly situdcie v stvislosti
s novou ndkazou, boli zalozené predovietkym na obme-
dzeni presunov ustric Crassostrea gigas z oblasti postihnu-
tych zvySenou mortalitou.

Vzhladom na opitovny vyskyt novej ndkazy v roku
2009 a jej mozné opakovanie a riziko dalsieho 3irenia
na jar a v lete 2010 a na zdklade ziskanych skiisenosti je
vhodné a nevyhnutné, aby sa platnost opatreni, ktoré uz

7

postihnuté ¢lenské staty prijali, predlzila.

S cielom zabezpetit jednotné podmienky vykondvania
poziadaviek smernice 2006/88/ES vzhladom na nové
nakazy a v zdujme zabezpecenia toho, aby prijaté opat-
renia poskytovali dostatocnii ochranu proti daliemu
Sireniu pri sacasnom zamedzeni uvalenia zbyto¢nych
obmedzeni na presuny ustric Crassostrea gigas, je potrebnd
koordindcia opatreni na udrovni Eurdépskej tnie, pokial
ide o situdciu v savislosti s touto novou ndkazou.
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(10) Ked prislusné drady dostand informédciu o zisteni
zvysenej mortality ustric Crassostrea gigas, mal by sa
vykonat odber vzoriek a testy na zistenie alebo vylicenie
pritomnosti OsHV-1 pvar.

(11) Ak sa pritomnost virusu genotypu OsHV-1 pvar potvrdi,
Clenské staty by mali vykonat opatrenia na kontrolu
ndkazy vritane zriadenia uzavretej oblasti. Pri vymedzeni
uzavretej oblasti by sa mali zohladnif urcité faktory
uvedené v tomto nariadeni. Uvedené opatrenia na
kontrolu ndkazy by sa mali uplatiiovat dovtedy, kym sa
na zdklade in3pekcii nepreukdze, Ze zvySeny thyn
poklesol.

(12) S ciefom znizit riziko $irenia prislusnej ndkazy by sa

malo stanovit obmedzenie presunov ustric Crassostrea
gigas z uzavretych oblasti. Mali by sa vSak stanovit urcité
vynimky pre pripady, ked sa riziko Sirenia prislusnej
nakazy zniZi. Tieto vynimky sa tykaji presunov ur¢itych
ustric Crassostrea gigas urCenych pre chovné oblasti alebo
sadky v inej uzavretej oblasti alebo uréenych na ludska
spotrebu. Aby sa zabezpecila vysledovatelnost zdsielok
ustric Crassostrea gigas urCenych pre chovné oblasti
alebo sddky, mal by sa k nim prilozit zdravotny certi-
fikdt. Pri vyplnani certifikdtu by sa mali zohladiiovat
vysvetlivky uvedené v prilohe V k nariadeniu Komisie
(ES) & 1251/2008 z 12. decembra 2008, ktorym sa
vykondva smernica Rady 2006/88/ES, pokial ide
o podmienky a poziadavky na certifikdciu na uvddzanie
zivocichov a produktov akvakultiry na trh a ich dovoz
do Spolocenstva, a ktorym sa stanovuje zoznam druhov
prendsacov (1).

(13) S cielom ziskat dalsie poznatky o stave situdcie v Unii,
a predovietkym v dosial nepostihnutych clenskych
Stdtoch a oblastiach, pokial ide o tito novi ndkazu,
a v zaujme skorého zistenia kazdého vyskytu OsHV-1
pvar ¢lenské Stity mozu mat zdujem vypracovat
programy cieleného odoberania vzoriek a testovania na
zistovanie OsHV-1 pvar. Ustrice Crassostrea gigas pocha-
dzajiice z oblasti, na ktoré sa vztahovali opatrenia na
zabrdnenie  Sireniu z roka 2009 v  silade
s vnitrodtitnymi opatreniami alebo z roka 2010
v stlade s tymto nariadenim, by mali podlichat doda-
to¢nym veterinirnym poziadavkdm v pripade, ked boli
do ¢lenskych $titov alebo oblasti, na ktoré sa vztahuje
takyto program, uvedené na tcely chovnych oblasti alebo
sadok, a to pod podmienkou, Ze v uvedenom ¢lenskom
State alebo oblasti sa OsHV-1 pvar nezistil.

(14)  Aby sa zabezpedila porovnatelnost Gdajov zozbieranych
v rozliénych ¢lenskych statoch v stvislosti s programami
cieleného odberu vzoriek a testovania na vcasné zistenie
OsHV-1 pvar, mali by sa stanovit urcité poziadavky na
obsah takychto programov.

(15)  Dostupnost presnych a vcasnych informdcii o situdcii,
pokial ide o zistenie OsHV-1 pvar v ¢lenskych statoch,

() U.v. EU L 337, 16.12.2008, s. 41.

je kldcovym prvkom zabezpeCenia primeranej kontroly
situdcie v stvislosti s novou ndkazou. Na tento ucel by
v roku 2010 mali ¢lenské $tity bezodkladne informovat
Komisiu a ostatné clenské $tity o prvej potvrdenej
pritomnosti virusu OsHV-1 pvar na ich Gizemiach.

(16)  Vyuzit by sa mali okrem toho internetové informacné
stranky vytvorené v stilade s ¢ldnkom 10 rozhodnutia
Komisie 2009/177[ES z 31. oktdbra 2008, ktorym sa
vykondva smernica Rady 2006/88/ES, pokial ide
o programy dohladu a eradikdcie a o Statiit ¢lenskych
§tatov, zon a priestorov bez vyskytu chorob ().

(17) Aby sa zabezpecila transparentnost a vcasny pristup
k prislusnym informdcidm o situdcii v stvislosti
s novou ndkazou, clenské Stity by mali spristupnit
Eurépskej komisii a ostatnym c¢lenskym Stdtom infor-
mécie tykajiice sa uzavretych oblasti, oblasti, ktoré
predtym podlichali opatreniam na zabrdnenie Sireniu,
ale v ktorych sa preukdzala nepritomnost OsHV-1 pvar,
a zaviedli programy na vcasné zistenie OsHV-1 pvar.

(18)  Kedze stéle existuje velkd neistota, pokial ide o situdciu
v suvislosti s novou ndkazou, opatrenia stanovené
v tomto nariadeni by sa mali uplatiiovat do konca
decembra 2010.

(19) Opatrenia stanovené v tomto nariadeni st v stlade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1
Vymedzenie pojmu

Na dcely tohto nariadenia OsHV-1 pvar znamend genotyp
herpetického virusu ustric 1 (OsHV-1), ktory je definovany na
zaklade udajov Ciastoénej sekvencie vykazujicej systematické
zmazdvanie 12 zdkladnych pdrov v ORF 4 genému
v porovnani s OsHV-1 (GenBank # AY509253).

Clanok 2
Odber vzoriek, testovanie a zriadenie uzavretych oblasti

1. Ak sa zisti zvySend mortalita druhu Crassostrea gigas (dalej
len ,ustrice Crassostrea gigas®), prislusny organ:

a) odoberd vzorky v stlade s castou A prilohy I;
b) vykondva skasky na pritomnost OsHV-1 pvar v stlade

s diagnostickymi metédami uvedenymi v casti B prilohy I

(® U.v.EU L 63, 7.3.2009, s. 15.
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2. Ak vysledky skasok uvedenych v odseku 1 pism. b)
odhalia pritomnost OsHV-1 pvar, prislusny trad zriadi uzavreti
oblast. Uvedend oblast sa vymedzi na zdklade individudlnej
analyzy, bertic do uvahy cinitele ovplyviujiice riziko 3irenia
ndkazy uvedené v casti C prilohy L

3. Clenské $tity bezodkladne informuji Komisiu a ostatné
Clenské Stity o prvej uzavretej oblasti zriadenej na ich tGzemi
v roku 2010.

Cldnok 3

Poziadavky tykajice sa uvddzania ustric Crassostrea gigas
pochddzajiicich z uzavretej oblasti uvedenej v &lanku 2 na
trh

1. Ustrice Crassostrea gigas pochadzajice z uzavretych oblasti
zriadenych v stlade s ¢ldnkom 2 ods. 2 sa z uvedenej oblasti
neprestvaja.

2. Odchylne od odseku 1 mozno zdsielky ustric Crassostrea
gigas presuvat z uzavretej oblasti v pripade, Ze:

a) su urCené pre ind uzavretd oblast zriadend v stlade
s ¢lankom 2 ods. 2;

b) pochddzajii z Casti uzavretej oblasti (vrdtane liahni), ktord nie
je postihnutd zvySenou mortalitou, a zdsielka sa podrobila:

i) odberu vzoriek v stilade s ¢astou A prilohy I a

ii) skiskam na pritomnost OsHV-1 pvar v sdlade
s diagnostickymi metédami uvedenymi v casti B prilohy
I, ktorych vietky vysledky boli negativne;

¢) st pred Iudskou spotrebou urcené na dalsie spracovanie, do
purifikaénych stredisk, distribu¢nych centier alebo spracova-
telskych zariadeni vybavenych systémom Cdistenia odpado-
vych vod, ktory schvili prislusny orgdn a ktory:

i) inaktivuje obalené virusy alebo

ii) zniZuje riziko prenosu nakaz do prirodnych vod na prija-
telnd droven;

d) st uréené na ludski spotrebu a zabalené a oznacené na
uvedeny ucel v stilade s nariadenim Eurépskeho parlamentu
a Rady (ES) ¢. 853/2004 (!) a su:

i) neschopné prezit v pripade ndvratu do Zivotného
prostredia, z ktorého pochddzajd, alebo

i) uréené na dalsie spracovanie bez docasného skladovania
v mieste spracovania;

() U.v. EU L 139, 30.4.2004, s. 55.

e) zasielky a produkty z nich st urcené na ludskd spotrebu bez
dalsicho spracovania za predpokladu, Ze sa balia ako malo-
obchodny tovar v stilade s ustanoveniami nariadenia (ES) ¢.
853/2004 pre takéto balenie.

3. K zasiclkam uvedenym v odseku 2 pism. a) a b)
a urCenym pre chovné oblasti alebo sddky sa prikladd zdravotny
certifikdt vyplneny v stlade so vzorom stanovenym v prilohe II
k tomuto nariadeniu a s vysvetlivkami uvedenymi v prilohe
V k nariadeniu (ES) ¢. 1251/2008.

Cldnok 4
Zrusenie opatreni stanovenych v ¢linkoch 2 a 3

Prislusny drad moze zrusit kontrolné opatrenia tykajiice sa
uzavretych oblasti zriadenych v stlade s ¢lankom 2 ods. 2
a obmedzenia uvddzania na trh stanovené v ¢lanku 3 po
tom, ako vykond dve po sebe nasledujice inspekcie v rozpiti
15 dni, na zdklade ktorych sa preukdze, 7e zvySeny dGhyn je na
ustupe.

Cldnok 5

Poziadavky tykajice sa uvddzania ustric Crassostrea gigas
pochddzajiicich z oblasti v minulosti podliehajicich
kontrolnym opatreniam z ddévodu zvySenych dhynov
ustric Crassostrea gigas v siivislosti s OsHV-1 pvar na trh

1. Ustrice Crassostrea gigas, ktoré sa uvddzaji na trh a ktoré
pochddzaja z oblasti, ktord v roku 2009 alebo 2010 z dovodu
zvysenych Ghynov ustric Crassostrea gigas v stvislosti s OsHV-1
pvar podliehala opatreniam na zabrdnenie $irenia:

a) sprevadza zdravotny certifikdt vyplneny v stlade so vzorom
stanovenym v prilohe 1I k tomuto nariadeniu
a s vysvetlivkami uvedenymi v prilohe V k nariadeniu (ES)
¢. 1251/2008, ak st tieto Zivocichy:

i) urcené do clenskych Stitov alebo oblasti, ktoré zriadili
program pre v¢asné zistenie OsHV-1 pvar a v ktorych
sa OsHV-1 pvar nezistil, a

ii) uréené pre chovné oblasti alebo sadky;

b) pochddzaju z oblasti, v ktorej sa prostrednictvom odberu
vzoriek a skiSok vykonanych v sdlade s castou A prilohy
I preukdzala nepritomnost OsHV-1 pvar, a

¢) spliaju zdravotné poziadavky stanovené vo vzore certifikdtu
uvedeného pod pismenom a).

2. Program pre vcasné zistenie OsHV-1 pvar uvedeny
v odseku 1 pism. a) bode i) spliia tieto poZiadavky:

a) program sa oznamuje Stilemu vyboru pre potravinovy
retazec a zdravie zvierat;
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b) takéto ozndmenie musi byt v silade s bodom 1, bodmi 5.1,
5.2, 53, 55 a 5.9 a bodmi 6 a 7 vzorového formuldra
stanoveného v prilohe II k rozhodnutiu 2009/177ES;

¢) sucastou programu musi byt:
i) odber vzoriek v stlade s ¢astou A prilohy I

ii) testovanie na pritomnost OsHV-1 pvar v silade
s diagnostickymi metédami uvedenymi v ¢asti B prilohy 1.

3. Odsek 1 sa uplatiuje jeden tyzden odo dna zasadnutia
Stileho vyboru pre potravinovy retazec a zdravie zvierat, na
ktorom sa program uvedeny v odseku 1 pism. a) bode i)
ozndmil.

Clanok 6
Internetovd informac¢nd stranka

1. Clenské stity spristupnuji Komisii a ostatnym clenskym
Stdtom:

a) zoznam uzavretych oblasti a Cinitelov, ktoré sa zohladnili
pri vymedzovani takychto oblasti, vritane popisu zemepis-
ného ohraniCenia prislusnej oblasti zriadenej v stilade
s ¢lankom 2 ods. 2;

b) zoznam oblasti vritane popisu zemepisného ohraniCenia
prislusnej oblasti:

i) ktora v roku 2009 podlichala opatreniam na zabranenie
Sireniu z dovodu zvySeného thynu ustric Crassostrea gigas
v stvislosti s OsHV-1 pvar;

i) v ktorej sa testmi vykonanymi v stlade s castami A a
B prilohy I na vzorkdch odobratych v uzavretej oblasti
preukdzala nepritomnost OsHV-1 pvar;

¢) ozndmenia o programoch uvedenych v ¢lanku 5 ods. 2
vratane popisu zemepisného ohraniCenia prislusnej oblasti.

2. Informécie uvedené v odseku 1 sa aktualizuja
a spristupiujii prostrednictvom internetovych informaénych
stranok zriadenych v stlade s ¢ldnkom 10 rozhodnutia
2009/177ES.
Cldnok 7
Podéivanie sprav
Clenské staty predkladajti Komisii najneskor 1. oktébra 2010

spravu o programoch ozndmenych v stlade s ¢lankom 5 ods. 2.

Spriva je v sdlade so vzorovym formuldrom stanovenym
v prilohe VI k rozhodnutiu 2009/177/ES.

Cldnok 8
Nadobudnutie G¢innosti a uplatiiovanie

Toto nariadenie nadobiida G¢innost tretim diiom nasledujiicim
po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

Uplatiuje sa od 15. marca 2010 do 31. decembra 2010.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vetkych clenskych

Statoch.

V Bruseli 2. marca 2010

Za Komisiu
predseda
José Manuel BARROSO
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PRILOHA 1

CAST A
Odber vzoriek

1. Odber vzoriek na tcely clanku 2

Vzorky stanovené v ¢ldnku 2 obsahuji minimédlne 12 jedincov ustric Crassostrea gigas. Pri vybere uvedenych
zivocichov sa odoberajii vzorky slabych, roztvérajicich sa alebo Cerstvo uhynutych (nerozlozenych) jedincov,
a to z oblasti, v ktorej sa zaznamenal Ghyn.

2. Odber vzoriek na tcely clanku 3 ods. 2 pism. b), cldnku 5 ods. 1 pism. b) a ods. 2

a)

=

&

Odber vzoriek na tcely ¢ldnku 3 ods. 2 pism. b) spociva:

i) v pripade lariev v odbere piatich sthrnnych vzorick s hmotnostou minimdlne 50 mg celych Zivocichov na
kazdi zdsielku odobratych v rozpiti 4 az 8 dni po oplodneni vritane lastry;

ii) v pripade mladych ustric mensich ako 6 mm v odbere 30 stihrnnych vzoriek s hmotnostou 300 mg celych
zivocichov na kazda zdsielku vritane lasttiry;

iii) v pripade ustric vicsich nez 6 mm v odbere 150 jedincov na kazda zésielku.

Pri vybere uvedenych zivocichov musia byt vo vzorke pomerne zastiipené vietky Casti zdsielky. Ak st pritomné
slabé, roztvdrajice sa alebo Cerstvo uhynuté (nerozlozené) zivocichy, treba predovsetkym vybrat takéto Zivo-
¢ichy.

Odber vzoriek na tGcely ¢ldnku 5 ods. 2 zahffia miniméalne 150 jedincov druhu Crassostrea gigas na kazdé miesto
odberu. Odber vzoriek sa vykondva vo vietkych hospodérstvach alebo oblastiach chovu mikkysov v ¢lenskom
Stdte alebo oblasti, na ktoré sa vztahuje prislusny program.

Odber vzoriek na tcely clanku 5 ods. 1 pism. b) zahffia minimdlne 150 jedincov ustric Crassostrea gigas na
kazdi oblast.

Pri vybere uvedenych Zivocichov sa zohladnuji tieto kritéria:

— Ak st pritomné slabé, roztvdrajiice sa alebo cerstvo uhynuté (nerozlozené) zivocichy, treba predovietkym
vybrat takéto Zivocichy. Ak takéto Zivocichy nie st pritomné, vybrané Zivocichy zahfnaji zdravé mikkyse,
ktoré nie st starsie ako 12 mesiacov.

— Pri odbere vzoriek v hospodarstvach, v ktorych sa na produkciu vyuziva viac nez jeden vodny zdroj, sa do
odberu musia zahrnit Zivocichy predstavujice vietky vodné zdroje, tak aby boli vo vzorke pomerne
zastipené vietky Casti hospodarstva.

— Pri odbere vzoriek z oblasti chovu médkkysov sa do vzorky zahfnaji Zivocichy z dostatoéného poctu miest
odberu, minimédlne z troch, a to tak, aby vo vzorke boli pomerne zastdpené vsetky casti oblasti chovu
mikky3ov vritane miest prirodzeného vyskytu, ktoré sii sacastou oblasti chovu médkkysov. Pri vybere tychto
miest odberu vzoriek je nutné zohladnit tieto urcujice Cinitele: predoslé zistenie OsHV-1 pvar v oblasti,
hustotu chovu, vodné toky, hibku vody a riadiace postupy.

Odber vzoriek stanoveny v cldnku 5 ods. 2 sa vykondva v tom obdobi roka, v ktorom je prevalencia OsHV-1
pvar v ¢lenskom $tdte alebo oblasti preukdzatelne najvyssia. Ak nie je takyto daj dostupny, odber vzoriek sa
vykondva bezprostredne po obdobi, ked teplota vody presiahne 16 °C, alebo v takom obdobi roka, v ktorom
teplota bezne dosahuje svoje ro¢né maximum.

Odber vzoriek stanoveny v ¢ldnku 5 ods. 1 pism. b) sa pokial mozno vykondva v obdobi roka opisanom pod
pismenom c). Ak sa vzorky ustric odoberaji mimo uvedeného obdobia v roku, musia sa pred testovanim pocas
obdobia vhodného na zistovanie OsHV-1 pvar uchovévat v podmienkach rovnocennych podmienkam
opisanym pod pismenom c).
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CAST B
Diagnostické metddy zistovania OsHV-1 pvar
Rozsah posobnosti

Dalej je opisand $tandardnd diagnostickd metéda, ktord sa md pouzivat na zistovanie a identifikdciu OsHV-1 pvar
prostrednictvom polymerdzovej retazovej reakcie (dalej len ,PCR®). Jej prostrednictvom mozno odlisit OsHV-1
a OsHV-1 pvar.

Ak je to vhodné, laboratérid mozu v zdujme optimalizdcie reakénych podmienok a prisposobenia sa svojmu
vybaveniu a podmienkam upravit metédy opisané v tejto prilohe za predpokladu, Ze mozno preukdzat rovnaki
citlivost a $pecifickost.

Vymedzenie pojmu

OsHV-1 pvar je vymedzeny v ¢ldnku 1 tohto nariadenia.

Vybavenie a podmienky okolitého prostredia

Na diagnostickd skasku pouziti na zistenie a identifikdciu OsHV-1 pvar prostrednictvom PCR je potrebné také
vybavenie a také podmienky okolitého prostredia, aké sa klasicky vyuzivaji pre skasky PCR:

— digestérium so systémom produkcie UV Ziarenia v zdujme elimindcie potencidlnej kontaminacie pocas pripravy
zmesi PCR,

— dva dplné sety pipiet (2 pl, 20 pl, 200 pl a 1 000 pl), prvy na extrakciu DNA, druhy na pripravu zmesi PCR,

— tri rozlicné pipety: jedna pipeta (2 pl) na rozdelovanie vzorieck do zmesi PCR, jedna pipeta (20 pl) na odber
vzoriek EB (etidium-bromid) a dalia pipeta (20 pl) na nandsanie produktov PCR na agarézové gély,

— 3picky pipiet s filtrom (2 pl, 20 pl, 200 pl a 1 000 pl) na extrakciu DNA, pripravu zmesi PCR a rozdelovanie
vzoriek,

— $picky pipiet (20 pl) na odber EB a nandSanie produktov amplifikdcie na agar6zové gély,

— termocyklér na amplifikdciu,

— horizontdlna elektroforéza na elektroforézu produktov PCR,

— UV tabulka na pozorovanie produktov PCR po elektroforéze na agar6zovom géli,

— systém na ziskanie snimok gélov.

Manipulujica osoba musi mat vo vietkych nizsie opisanych fizach na sebe laboratérny plast a rukavice. Labora-
torny pldst a rukavice sa musia pokial mozno menit po kazdom z tychto hlavnych krokov: extrakcia DNA,
priprava zmesi PCR, rozdelovanie vzorky, amplifikdcia a nandSanie na gél.

Odporica sa vykondvat tieto rozlicné kroky v rozlicnych miestnostiach. Konkrétnejsie, amplifikdcia a nandsanie na
gél/elektroforéza by sa mali vykondvat v miestnosti oddelenej od miestnosti na extrakciu DNA, pripravu zmesi
PCR a rozdelovanie DNA.

Postup

Priprava vzorky

Zivé alebo &erstvo uhynuté (nerozlozené) ustrice, ktoré sa mozu vopred zamrazif, sa spracuji na Géely extrakcie
DNA.
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Vzorky sa spractvaji rozliéne v zdvislosti od ich velkosti:

a) Pokial ide o larvy, sthrnné vzorky s hmotnostou 50 mg celych Zivocichov (vritane lastiry), doplnené o 200 pl

destilovanej vody, sa rozdrvia a odstredia pri 1 000 g pocas 1 mindty.

b) Pokial ide o mladé ustrice mensie nez 6 mm, sihrnné vzorky s hmotnostou 300 mg celych Zivocichov (vritane

lastary), doplnené o 1 200 pl destilovanej vody, sa rozdrvia a odstredia pri 1 000 g pocas 1 mindty.

¢) Pokial ide o mladé ustrice s velkostou 6 az 15 mm, vietky mikké tkanivd kazdého Zzivocicha sa rozdrvia

samostatne.

d) Pokial ide o Zivocichy vicsie nez 15 mm, izoluju sa Casti Ziaber a pldsta.

Extrakcia DNA sa vykondva pri pouziti sipravy QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) a podla pokynov protokolu
o skuskach tkaniv.

Dalgia priprava vzoriek sa vykondva v tomto poradf:

10.

11.

12.

. Do skiimavky mikroodstredivky s objemom 1,5 ml sa v pripade vzoriek uvedenych pod pismenami a) a b)

pridd 100 pl supernatantu a v pripade vzoriek uvedenych pod pismenami c) a d) 50 mg tkaniv a pridd sa
180 pl pufru ATL.

. Pridd sa 20 pl proteindzy K, premiesa sa na mieSadle vortex a nechd sa inkubovat pri teplote 56 °C, pokial sa

tkanivo dplne nerozlozi (v noci). Pocas inkubdcie sa niekolkokrat premiesa na miesadle vortex, aby sa vzorka
rozptylila. Skimavka mikroodstredivky s objemom 1,5 ml sa krdtko odstredi, aby sa z uzdveru odstranili
kvapky.

. K vzorke sa pridd 200 pl pufru AL, miesa sa na pulznom miesadle 15 s a nechd sa inkubovat pri teplote 70 °C

pocas 10 mintt. Skimavka mikroodstredivky s objemom 1,5 ml sa kritko odstredi, aby sa z uzaveru odstra-
nili kvapky.

. K vzorke sa pridd 200 pl etanolu (96 % — 100 %) a mie$a sa na pulznom miesadle 15 s. Skiimavka mikrood-

stredivky s objemom 1,5 ml sa krtko odstredi, aby sa z uzdveru odstrdnili kvapky.

. Zmes vytvorend podla kroku 4 sa opatrne umiestni do kolény QIAamp Spin (v skimavke s objemom 2 ml)

bez toho, aby sa zvlhcil okraj. Uzavrie sa a odstreduje pri 10 000 ot./min. 1 mindtu. Koléna QIAamp Spin sa
umiestni do Cistej skiimavky s objemom 2 ml (ktord je obsahom stpravy) a skiimavka obsahujica filtrdt sa
odstrani.

. Koléna QIAamp Spin sa opatrne otvori a pridd sa 500 pul pufru AW1 bez toho, aby sa zvlh¢il okraj. Uzavrie

sa a odstreduje pri 10 000 ot./min. 1 mindtu. Koléna QIAamp Spin sa umiestni do Cistej skdmavky
s objemom 2 ml (ktord je obsahom stipravy) a skimavka obsahujiica filtrdt sa odstrdni.

. Kolona QIAamp Spin sa opatrne otvori a pridd sa 500 pl pufru AW?2 bez toho, aby sa zvlhcil okraj. Uzavrie

sa a odstreduje pri plnej rychlosti (14 000 ot./min.) 3 mindty.

. (Nepovinné) Koléna QIAamp Spin sa umiestni do nepouzitej skiimavky s objemom 2ml (ktord

nie je obsahom stpravy) a skiimavka obsahujica filtrdt sa odstrdni. Odstreduje sa pri plnej rychlosti
(14 000 ot./min.) 1 mintu.

. Koléna QIAamp Spin sa umiestni do Cistej skimavky mikroodstredivky s objemom 1,5 ml (ktord nie je

obsahom stpravy) a skimavka obsahujica filtrdt sa odstrdni. Koléna QIAamp Spin sa opatrne otvor{
a pridd sa 100 pl destilovanej vody. Nechd sa 5 mindit inkubovat pri laboratérnej teplote a odstreduje sa
pri 10 000 ot./min. 1 mindtu.

Kvalita a Gi¢innost extrakcie sa sleduje pomocou spektrofotometru alebo po elektroforéze na agarézovom géli
[napriklad meranim optickej hustoty (260 nm)].

Vzorky sa riedia tak, aby kone¢nd koncentrdcia DNA predstavovala 50 — 100 ng/pl.

Roztoky DNA sa az do vykonania analyzy PCR uchovévaji pri teplote 4 °C.
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Na extrakciu DNA mozno pouzit aj iné na trhu dostupné stipravy za predpokladu, ze preukdzatelne poskytuju

podobné vysledky.

4.2.  Polymerdzovd refazovd reakcia (PCR)
4.2.1. Reakéné ¢inidld

— pufer 10 X (s polymerdzou Taq DNA),

— MgCl, (s polymerdzou DNA) (25 mM),

— polymerdza Taq DNA (Goldstar, Eurogentec) 5 U/pl,

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Master Mix (20 mM), pred pouzitim zriedeny desatkrdt (na 2 mM),

— d H,0 (destilovand H,O bez DNA a RNA).

4.2.2. Primery

Musia sa pouzivat tieto primery ():

CF (10 pM)

CR (10 pM).

4.2.3. Zmes PCR

Zmes PCR pre kazdi skdmavku je:

Objem na skiimavku

Konecnd koncentracia

Pufer (10 X) 5ul 1X
MgCl, (25 mM) 5l 2,5mM
dNTP (2 mM) 5ul 0,2 mM
CF (10 pM) 1ul 0,2 tM
CR (10 pM) 1l 0,2 pM
polymeréza Taq (5 Ufpl) 0,5ul 2,5U

dH,0

31,5 pl

— 49 pl tejto zmesi PCR sa rozdeli do kazdej skimavky PCR,

— do kazdej skiimavky sa pridd 1 pl extrahovanej DNA (50 — 100 ng/pl).

4.2.4. Kontroly

Pouzivaji sa dva typy kontrol:

— negativne kontroly sa skladaji z dH,O (1 pl na 49 pl zmesi PCR). Cielom je zistit mozni reaktivnu konta-
mindciu alebo reaktivne pracovné prostredie. Mala by sa vykonat jedna negativna kontrola na kazdych 10

vzoriek alebo na kazdd sériu vzoriek,

Loup, 17390 La Tremblade, Franctzsko).

(") Tieto primery alebo ich opis mozno ziskat od referenéného laboratéria Spolocenstva pre nékazy mikkysov (LGP-Ifremer, av de Mus de
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— pozitivne kontroly sa skladaji z plazmidickej DNA obsahujiicej region CF-CR cielového genému OsHV-1.
Cielom je kontrola ti¢innosti reakcie PCR. Mala by sa vykonat jedna pozitivna kontrola na kazdd analyzu PCR.
Pozitivne kontroly st k dispozicii v referencnom laboratériu Spolocenstva.

4.2.5. Amplifikdcia

Amplifika¢né cykly sa vykondvaji v termocykléri.

— Pociato¢nd denaturdcia: 2 min. pri 94 °C.

— Amplifikdcia: 35 cyklov (1 min. pri 94 °C, 1 min. pri 50 °C a 1 min. pri 72 °C).

— Kone¢nd elongdcia: 5 min. pri 72 °C.

4.3, Elektroforéza
4.3.1. Reakéné ¢inidld

— 50 X TAE (mozno zakdpit ako pripraveny na pouzitie):

béza tris (40 mM) 242 g,

ladovd kyselina octovd (40 mM) 57,1 ml,

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

dH,0 na 1 liter,

upravi sa na pH 8,

— agarézovy gél 2,5 % v IX TAE:

etidium-bromid (0,5 pg/ml) pridany po vychladnuti gélu,

— nanéSanie modrého farbiva:

brémfenolovd modrd 0,25 %,

xylén kyanol FF 0,25 %,

sachar6za 40 %,

uchovdva sa pri teplote 4 °C.

Pouzije sa 6-krdt zriedené (2 pl nandsacieho modrého pufra na 10 pl produktov PCR),

— markér molekulovej hmotnosti:

SmartLadder SF (Eurogentec): markér molekulovej hmotnosti pripraveny na pouzitie vritane 9 rovnomerne
delenych pruhov od 100 do 1 000 bp.

4.3.2. Priprava agarézového gélu

1. Navédzi sa 2,5 g agarézy, pridd sa 100 ml IX TAE a zahrieva sa, pokial sa zmes nerozpusti.
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2. Po vychladnuti roztoku sa pridd etidium-bromid (5 pl na 100 ml agar6zového gélu) a roztok sa umiestni do
zvldstnej formy vybavenej hrebefimi (aby sa vytvorili Strbiny).

3. Po tom, ako sa gél polymerizuje, hrebene sa odstrdnia a umiestnia do horizontdlnej elektroforézy, ktord
obsahuje dostato¢né mnozstvo IX TAE na to, aby bol agardzovy gél tplne pokryty.

4. 10 pl produktov PCR sa zmie$a s 2 pl modrého farbiva (6X) a umiestni sa do Strbin.

5. Jedna priehlbina je urcend pre markér molekulovej hmotnosti (5 pl).

6. Pouzije sa napitie v rozsahu 50 — 150 voltov pocas 30 mintit az 1 hodiny v zdvislosti od mnozstva a hriibky
gélu.

7. Gél sa pozoruje pod UV Ziarenim.

4.4, Vyklad

Ak je vo vzorke pritomny OsHV-1 pvar, na 2,5 % agarézovom géli sa vytvori pruh zodpovedajicej velkosti
(157 bp namiesto 173 bp v pripade OsHV-1), pricom vsetky negativne kontroly st negativne a vSetky pozitivne
kontroly st pozitivne.

CAST C
Vymedzenie uzavretej oblasti

Pri vymedzeni uzavretej oblasti v stilade s ¢lankom 2 ods. 2 sa zohladnuju tieto Cinitele, ktoré maji vplyv na Sirenie
nakazy:

a) pocet a rozlozenie mikkySov v infikovanom hospodérstve alebo v infikovanej oblasti chovu makkysov;

b) vzdialenost a hustota susediacich hospodarstiev alebo oblasti chovu makkysov;

¢) blizkost k spracovatelskym zariadeniam, kontaktnym hospoddrstvam alebo oblastiam chovu mikkysov;

d) druhy pritomné v hospoddrstvach alebo v oblastiach chovu mikkysov;

e) chovné postupy pouzivané v postihnutych a susediacich hospodarstvach alebo oblastiach chovu mékkysov a

f) zistené hydrodynamické podmienky a ostatné ¢initele epizootologického vyznamu.
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Vzor zdravotného certifikitu pre uvedenie ustric Crassostrea gigas urfenych pre chovné oblasti alebo sidky na

EUROPSKA UNIA

PRILOHA II

trh

Certifikat pre obchod v ramci Spolo¢enstva

Cast 1: Podrobné udaje o zasilke

1.1. Odosielatel 1.2. Referenéné &islo certifikatu 1.2.a. Miestne referenéné &islo
Meno
Adresa 1.3. Prislusny Ustredny organ
PSC
1.4. Prislusny miestny organ
1.5. Prijemca 1.6.
Meno
Adresa
PSE 1.7.
1.8. Krajina pévodu Kéd ISO | 1.9. 1.10. Krajina uréenia Kéd ISO | L.11.
I |
1.12. Miesto pévodu/Miesto zberu 1.13. Miesto uréenia
Schvalené vodné hospodarstvo [] Schvélené vodné hospodarstvo []
ne [ né [
Meno Schvalovacie &islo Meno Schvalovacie &islo
Adresa Adresa
PS¢ psC
1.14. Miesto naloZenia 1.15. Datum a &as odjazdu
PSC
1.16. Dopravny prostriedok 1.17. Prepravca
Lietadlo [] Lod ] Zelezniény vagon [] Meno Schvalovacie &islo
Auto [] né Adresa
Identifikécia PSC Clensky stat
1.18. Druh zvierat/Produkty 1.19. Kéd tovaru (kéd KN)
03.07
1.20. Pocet/MnoZstvo

1.21. 1.22. Pocet baleni

1.28. Cislo plomby/Cislo contajnera |.24. Druh balenia

1.25. Zvietrata asved&éné na/Produkty asved&éné na:

Chov [] Kone na &port []

1.26. Tranzit cez tretie krajiny —1 1.27. Tranzit cez &lenské Staty —
Tretia krajina Kod 1ISO Clensky stat Kod 1ISO
Vystupny priechod Kéd Clensky &tat Kéd ISO
Vstupny priechod Cislo HIS Clensky &tat Kéd I1SO

1.28. Vyvoz —1 1.29.

Tretia krajina Kéd ISO
Vystupny priechod Kéd
1.30.
1.31. Identifikacia zvierat
Druh Mnozstvo

(vedecky nazov)
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EUROPSKA UNIA pre uvedenie ustric Crassostrea gigas uréenych pre chovné oblasti
alebo sadky na trh
II. Informacie o zdravotnom stave Il.a. Referenéné &islo certifikatu Il.b.
MEMm.A1. PoZiadavky tykajlce sa ustric Crassostrea gigas pochadzajlcich z uzavretej oblasti zriadenej v sulade s &lankom 2 nariadenia
(EU) ¢. 175/2010
Ja dolupodpisany Uradny inSpektor tymto osveddéujem, Ze ustrice Crassostrea gigas uvedené v Gasti | tohto certifikatu:
I.1.1. pochadzaju z oblasti, na ktordl sa vztahuju opatrenia na kontrolu nakazy tykajlce sa zvySeného Uhynu ustric Crassostrea gigas v suvislosti

2 s OsHV-1 pvar;

% (MII1.2. sa podra &lanku 3 ods. 2 pism. a) nariadenia (EU) &. 175/2010 moézu uviest na trh;]

>

8 (M[I.1.2. pochadzaju z asti uzavretej oblasti, ktora nie je postihnuta zvysenym Uhynom, a zasielka sa podrobila odberu vzoriek a skiskam ustric

= Crassostrea gigas v stlade s prilohou | k nariadeniu (EU) &. 175/2010 s negativnym vysledkom;]

i

7]

S| ()@)lIl.2. Poziadavky tykajlice sa ustric Crassostrea gigas pochadzajlicich z &lenského $tatu alebo oblasti, ktoré predtym vzhfadom na
zvySeny uhyn ustric Crassostrea gigas v suvislosti s OsHV-1 pvar podliehali opatreniam na zabranenie Sireniu, a uréenych do
¢lenskych Statov alebo oblasti, na ktoré sa vztahuje program pre véasné zistenie OsHV-1 pvar
Ja dolupodpisany Uradny in§pektor tymto osveddujem, Ze ustrice Crassostrea gigas uvedené v Gasti | tohto certifikatu:

1.2.1. pochadzaju z hospodarstva alebo oblasti chovu makkysov, v ktorych sa podla zaznamov hospodarstva alebo oblasti chovu makkySov
nevyskytuju Ziadne naznaky zvySeného Uhynu;

.2.2. pochadzaju z oblasti, v ktorej sa prostrednictvom odberu vzoriek ustric Crassostrea gigas a skuSok vykonanych v sulade s prilohou | k
nariadeniu (EU) &. 175/2010 preukazala nepritomnost OsHV-1 pvar.]

I.3. Poziadavky na prepravu a oznadovanie
Ja dolupodpisany uradny indpektor tymto osvedéujem, Ze:

1.3.1. ustrice Crassostrea gigas uvedené v Gasti | tohto certifikatu sa drZia v podmienkach (vratane kvality vody), ktoré nemenia ich zdravotny
stav,

11.3.2. prepravny kontajner bol pred naloZenim vydisteny a vydezinfikovany alebo sa edte nepouzil;

1.3.3. zasielka je oznagena ditatelnym oznadenim na vonkajSej strane kontajnera alebo v pripade prepravy plavidiom v zozname lodného
nakladu, priom obsahuje prislusné informacie uvedené v kolénkach 1.8 az 1.13 dasti | tohto certifikatu a toto vyhlasenie:
bud (Ml ustrice Crassostrea gigas uréené na chov/sadkovanie v oblasti, na ktoril sa vztahuje program pre véasné zistenie OsHV-1

pvar]
alebo  (1)[,ustrice Crassostrea gigas uréené na chov/sadkovanie v oblasti, na ktorl sa vztahuju opatrenia ha kontrolu nakazy, a pocha-
dzajlce z oblasti podliehajucej opatreniam na zabranenie &irenia“].

Poznamky

Cast I:

— Kolénka 1.12: V pripade potreby uvedte &islo opravnenia prislusného hospodarstva alebo oblasti chovu makkysov.

— Kolénka 1.13: V pripade potreby uvedte &islo opravnenia prisludného hospodarstva alebo oblasti chovu méakkysov.

— Kolénka 1.20 a 1.31: Pri mnozstve napiste celkovy pocet.

— Koldnka 1.25: Pouzite moznost ,chov*, ak sU uréené na chov, a moznost ,sadkovanie®, ak st uréené na sadkovanie.
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EUROPSKA UNIA pre uvedenie ustric Crassostrea gigas uréenych pre chovné oblasti
alebo sadky na trh

1. Informéacie o zdravotnom stave Il.a. Referenéné &islo certifikatu

.b.

Cast II:

(") Nehodiace sa pregiarknite.

(®) Cast II.1 tohto certifikatu plati pre zasielky usttic Crassostrea gigaspochadzajlcich z uzavretej oblasti zriadenej v sllade s &lankom 2 ods. 2
nariadenia (EU) &. 175/2010, ktoré mézu podla élanku 3 ods. 2 pism. a) a b) uvedeného nariadenia uvedenu oblast opustit.

(®) Cast 11.2 tohto certifikatu plati pre zasielky ustric Crassostrea gigas uvedené v &lanku 5 ods. 1 nariadenia (EU) & 175/2010, ktoré si uréené do

¢lenskych Statov alebo oblasti, na ktoré sa vztahuje program pre véasné zistenie OsHV-1 pvar, a ktoré pochadzaji z oblasti, na ktorl sa predtym
vztahovali opatrenia na zabranenie &ireniu tykajlce sa zvy$eného Uhynu ustric Crassostrea gigas.

Uradny veterinarny lekar alebo Gradny ingpektor

Meno (s velkymi pismenami): Kvalifikacia a titul:
Miestna veterinarna jednotka: Cislo MVJ:
Datum: Podpis:

Pediatka:




