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(Icke-lagstiftningsakter)
KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 175/2010
av den 2 mars 2010
om tillimpning av ridets direktiv 2006/88/EG nir det giller dtgirder for att bekimpa o6kad
dodlighet hos ostron av arten Crassostrea gigas i samband med pavisat herpesvirus OsHV-1 pvar
(Text av betydelse for EES)
EUROPEISKA ~ KOMMISSIONEN ~ HAR  ANTAGIT ~ DENNA (4)  De franska myndigheterna informerade kommissionen,
FORORDNING medlemsstaterna och Efta-linderna i augusti 2008 om
situationen och de dtgirder som vidtagits, och stindiga
kommittén for livsmedelskedjan och djurhilsa underrat-
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktions- tades om saken i september 2008.
satt,

(5)  Varen 2009 pdvisades i Frankrike, Irland och pd Kanal-
med beaktande av rddets direktiv 2006/88/EG av den Garna dterigen oOkad dodlighet som tillskrevs samma
24 oktober 2006 om djurhdlsokrav for djur och produkter kombination av faktorer. Orsaken till dodligheten &r
fran vattenbruk och om férebyggande och bekdmpning av vissa dnnu oklar men epidemiologiska undersokningar i Irland
sjukdomar hos vattenlevande djur (1), sarskilt artiklarna 41.3 och Forenade kungariket under 2009 tyder pa att OsHV-
och 61.3, och 1 pvar spelar en viktig roll.
av foljande skil: (6)  De behoriga myndigheterna i dessa medlemsstater och pa

Kanaloarna informerade kommissionen om situationen
och de atgdrder som vidtagits, och stindiga kommittén
(1) 1 direktiv 2006/88/EG faststills de djurhilsokrav som for livsmedelskedjan och djurhélsa underrittades om sa-
giller for utsldppande p& marknaden av djur och produk- ken flera génger.
ter fran vattenbruk. Vidare faststills minimidtgarder for
sjukdomsbekdmpning som ska vidtas vid misstanke om
forekomst av eller vid utbrott av vissa sjukdomar hos . ; - .
. (7)  De dtgarder for att motverka spridning som de behoriga
vattenlevande djur. 5 . . .
myndigheterna i medlemsstaterna och Kanaloarna vidtog
for att bekdmpa den nya sjukdomssituationen bestod
framst i att begrinsa forflyttningen av Crassostrea gigas
() Enligt artikel 41 ska medlemsstaterna vidta limpliga dt- ut frin de omrdden som drabbats av dkad dodlighet.
girder for att bekdmpa nya sjukdomssituationer och
hindra sjukdomen frdn att spridas. Vid en ny sjukdoms-
situation ska den berorda medlemsstaten snarast under-
ritta medlemsstaterna, kommissionen och Eftalinderna (8  Med tanke pd att den nya sjukdomssituationen ater upp-
om dessa upplysningar ir av epidemiologisk betydelse stod 2009, och att detta kan ske igen, och risken for att
for en annan medlemsstat. sjukdomen sprids ytterligare under vdren och sommaren
2010 och utifran erfarenheterna ar det lampligt och n6d-
vandigt att utvidga de atgarder som de drabbade med-
(3)  Under senvdren och sommaren 2008 pavisades okad lemsstaterna redan vidragit
dodlighet hos ostron av arten Crassostrea gigas (nedan
kallade Crassostrea gigas) i ett flertal omraden i Frankrike
och Irland. Detta tillskevs en kombination av negatiVa (9) Det kriavs samordnade étgérder i fréga om den nya Sjuk-

miljofaktorer och forekomst av vibriobakterier och av
herpesvirus OsHV-1, ddribland OsHV-1 pvar, som ir en
nyligen beskriven genotyp av viruset.

() EUT L 328, 24.11.2006, s. 14.

domssituationen pd EU-niva for att sikerstilla att kraven
i direktiv 2006/88/EG vad giller nya sjukdomar genom-
fors pa ett enhetligt sitt och att dtgirderna ger tillrackligt
skydd mot ytterligare spridning utan att det skapas nagra
onddiga hinder for forflyttning av Crassostrea gigas.
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(100 Nar de behoriga myndigheterna fir uppgifter om att
okad dodlighet hos Crassostrea gigas har pévisats, bor
provtagning och testning ske for att pavisa eller utesluta
forekomst av OsHV-1 pvar.

(11) Om forekomst av virusgenotypen OsHV-1 pvar har be-
kraftats, bor medlemsstaterna tillimpa sjukdomsbekamp-
ningsétgirder, daribland uppritta ett kontrollomrade. Vid
faststdllandet av kontrollomradet bor hinsyn tas till vissa
faktorer som faststills i denna férordning. Dessa bekdmp-
ningsdtgarder bor fortsitta att tillimpas tills kontroll-
besok har visat att den okade dodligheten upphort.

(12)  Det bor faststillas restriktioner for forflyttningar av Cras-
sostrea gigas ut ur kontrollomrddet for att begrinsa risken
for att sjukdomen sprids. Vissa undantag bor dock med-
ges ndr risken for att sjukdomen sprids dr begrdnsad.
Dessa undantag ror forflyttning av vissa Crassostrea gigas
som dr avsedda for odling eller aterutliggningsomraden i
ett annat kontrollomréade eller for anvindning som livs-
medel. For att sikerstilla sparbarheten hos sindningar av
Crassostrea gigas som dr avsedda for odling eller ater-
utliggningsomraden bor de atf6ljas av ett djurhidlsointyg.
Vid ifyllandet av intyget bor anvisningarna i bilaga V till
kommissionens férordning (EG) nr 1251/2008 av den
12 december 2008 om tillimpning av rddets direktiv
2006/88/EG nir det giller villkor och intygskrav for
utslippande pd marknaden och import till gemenskapen
av djur och produkter frin vattenbruk och om faststil-
lande av en forteckning Gver smittbdrande arter (') beak-
tas.

(13)  For att oka kunskapen om statusen for denna nya sjuk-
domssituation i unionen och sarskilt i de medlemsstater
och delomridden som dnnu inte drabbats och for att
sikerstilla att varje forekomst av OsHV-1 pvar pavisas
pa ett tidigt stadium, kan det tdnkas att medlemsstaterna
onskar inrdtta program for riktad provtagning och test-
ning for att pa ett tidigt stadium kunna pavisa OsHV-1
pvar. Crassostrea gigas som harror frin omraden som un-
der 2009 omfattades av dtgirder for att motverka sjuk-
domsspridning enligt nationella atgdrder eller under
2010 enligt denna forordning, bor omfattas av ytterligare
djurhélsokrav vid inforsel for odling eller terutliggning
till medlemsstater eller delomrdden som omfattas av ett
sddant program sd linge som OsHV-1 pvar inte pévisas i
den medlemsstaten eller det delomrédet.

(14) For att sdkerstilla att de data som samlats in i olika
medlemsstater i samband med program for riktad prov-
tagning och testning for att pa ett tidigt stadium pavisa
OsHV-1 pvar dr jamforbara bor det faststillas vissa krav
pd innehdllet i dessa program.

(15)  Tillforlitliga uppgifter i tid om hur situationen i friga om
pdvisande av OsHV-1 pvar i medlemsstaterna ar centralt
for att den nya sjukdomssituationen ska kunna bekim-

() EUT L 337, 16.12.2008, s. 41.

pas. Medlemsstaterna bor dirfor utan drojsmal underritta
kommissionen och 6vriga medlemsstater om den forsta
bekriftade forekomsten av OsHV-1 pvar-virus pd sitt ter-
ritorium under 2010.

(16)  Vidare bor man utnyttja de Internetbaserade infor-
mationssidor som inrdttats i enlighet med artikel 10 i
kommissionens beslut 2009/177/EG av den 31 oktober
2008 om genomférande av radets direktiv 2006/88/EG
avseende overvaknings- och utrotningsprogram och sjuk-
domsfri status i medlemsstater, zoner och delomriden (2).

(17)  For oppenhetens skull och for att det snabbt ska kunna
gd att fa tillgdng till relevant information om den nya
sjukdomssituationen bor medlemsstaterna ge Europeiska
kommissionen och ovriga medlemsstater tillgdng till in-
formation om kontrollomraden, omrdden som tidigare
omfattats av atgdrder for att motverka sjukdomssprid-
ning, men dir det pdvisats att OsHV-1 pvar inte fore-
kommer, och program som inrdttats for att pd tidigt
stadium kunna pavisa OsHV-1 pvar.

(18)  Eftersom osidkerheten om den nya sjukdomssituationen
fortfarande dr stor bor dtgirderna i denna forordning
gilla till och med slutet av december 2010.

(19) De atgirder som foreskrivs i denna forordning ar for-
enliga med yttrandet fran stindiga kommittén for livs-
medelskedjan och djurhilsa.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1
Definition

I denna forordning avses med OsHV-1 pvar en genotyp av
herpesvirus OsHV-1 som ir definierad med hjilp av partiell
sekvensering och visar en systematisk deletion av 12 baspar i
ORF 4 av genomet vid en jaimférelse med OsHV-1 (GenBank #
AY509253).

Artikel 2
Provtagning, testning och upprittande av kontrollomriden

1. Nir okad dodlighet hos ostron av arten Crassostrea gigas
(nedan kallade Crassostrea gigas) péavisas ska den behoriga myn-

digheten
a) provta i enlighet med del A i bilaga I,
b) testa for forekomst av OsHV-1 pvar i enlighet med de diag-

nostiska metoderna i del B i bilaga L

() EUT L 63, 7.3.2009, s. 15.
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2. Om resultatet av de tester som avses i punkt 1 b visar pa
att OsHV-1 pvar forekommer ska den behoriga myndigheten
uppritta ett kontrollomrdde. Omrédet ska faststillas utifrdn en
analys i varje enskilt fall utifrdn de faktorer som paverkar risken
for att sjukdomen sprids som faststills i del C i bilaga 1.

3. Medlemsstaterna ska utan drojsmal underratta kommissio-
nen och ovriga medlemsstater om det forsta kontrollomrade
som de upprittar pd sitt territorium under 2010.

Artikel 3

Krav pd utslippande pid marknaden av Crassostrea gigas
som hirrér frin ett sidant kontrollomride som avses i
artikel 2

1. Crassostrea gigas som hirror fran kontrollomrdden som
upprittats i enlighet med artikel 2.2 far inte forflyttas fran detta
omréde.

2. Genom undantag fran punkt 1 fir sindningar av Cras-
sostrea gigas forflyttas ut fran kontrollomrddet om de uppfyller
foljande:

a) De dr avsedda for ett annat kontrollomrdde som upprittats i
enlighet med artikel 2.2.

b) De hirrér fran en del av kontrollomradet, inbegripet kldc-

kerier, som inte drabbats av okad dodlighet och sindningen
har

i) provtagits i enlighet med del A i bilaga I, och

ii) med negativt resultat testats for forekomst av OsHV-1
pvar i enlighet med de diagnostiska metoderna i del B i
bilaga I.

¢) De dr avsedda for vidarebearbetning, reningsanliggningar,
leveransanldggningar eller bearbetningsanldggningar innan
de anvinds som livsmedel, som ar utrustade med ett system
for rening av utloppsvatten som validerats av den behériga

myndigheten och dir
i) holjebarande virus inaktiveras, eller

ii) risken for overforing av sjukdomar till naturliga vatten
minskas till en godtagbar niva.

d) De ir avsedda att anvindas som livsmedel och har f6rpac-
kats och mirkts for detta dndamél i enlighet med Europa-
parlamentets och radets forordning (EG) nr 853/2004 () och

i) kan inte langre 6verleva om de dterinsitts i den milj6 de
hirror fran, eller

() EUT L 139, 30.4.2004, s. 55.

ii) ar avsedda for vidarebearbetning utan tillfallig lagring vid
platsen for bearbetningen.

¢) Sindningarna eller produkterna dirav ir avsedda att anvin-
das som livsmedel utan vidarebearbetning forutsatt att de ar
forpackade i detaljhandelsforpackningar som uppfyller be-
stimmelserna for sddana forpackningar i férordning (EG)
nr 853/2004.

3. De sidndningar som avses i punkt 2 a och b och som ar
avsedda for odling eller dterutliggningsomraden ska atfoljas av
ett djurhdlsointyg som utfirdats i enlighet med férlagan i bilaga
II till denna forordning och anvisningarna i bilaga V till férord-
ning (EG) nr 1251/2008.

Artikel 4
Upphivande av dtgirderna i artiklarna 2 och 3

Den behoriga myndigheten far hiva bekdmpningsétgarderna for
de kontrollomriden som upprittats i enlighet med artikel 2.2
och restriktionerna for utslippande pd marknaden i artikel 3
efter det att den har gjort tvd kontrollbesok med 15 dagars
mellanrum som visar att den okade dodligheten upphort.

Artikel 5

Krav pd utslippande pid marknaden av Crassostrea gigas

som hirror frin delomrdden som tidigare omfattats av

bekimpningsitgirder pd grund av okad doédlighet hos
Crassostrea gigas i samband med OsHV-1 pvar

1. Crassostrea gigas som ska sldppas ut pd marknaden och
som hirror frin delomrdden som antingen under 2009 eller
2010 har omfattats av atgédrder for att motverka sjukdomssprid-
ning pé grund av okad dodlighet hos Crassostrea gigas i samband
med OsHV-1 pvar ska

a) atfoljas av ett djurhidlsointyg som utfirdats i enlighet med
forlagan i bilaga I till denna férordning och anvisningarna i
bilaga V till foérordning (EG) nr 1251/2008 om djuren

i) dr avsedda for medlemsstater eller delomrdden som in-
rttat ett program for att pa tidigt stadium kunna pavisa
OsHV-1 pvar och dir OsHV-1 pvar inte har pavisats, och

i) dr avsedda for odling eller dterutliggningsomraden,

b) hérrora frin ett delomrdde dar det genom provtagning och
testning enligt del A i bilaga I har pévisats att OsHV-1 pvar
inte forekommer, och

¢) uppfylla djurhilsokraven i den intygsforlaga som avses i a.

2. De program for att pd tidigt stadium pavisa OsHV-1 pvar
som avses i punkt 1 a i ska uppfylla f6ljande krav:

a) Standiga kommittén for livsmedelskedjan och djurhilsa ska
forelaggas en forklaring av programmet.
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b) En sddan forklaring ska vara forenlig med punkterna 1, 5.1,
5.2, 5.3, 5.5, 5.9, 6 och 7 i forlagan i bilaga II till beslut
2009/177/EG.

¢) Programmet ska innehélla foljande:
i) Provtagning i enlighet med del A i bilaga L

ii) Testning for forekomst av OsHV-1 pvar i enlighet med de
diagnostiska metoderna i del B i bilaga 1.

3. Punkt 1 ska tillimpas en vecka fran och med den dag dé
standiga kommittén for livsmedelskedjan och djurhilsa holl det
mote dir det program som avses i punkt 1 a i forklarades.

Artikel 6
Internetbaserade informationssidor

1. Medlemsstaterna ska ge kommissionen och 6vriga med-
lemsstater tillgang till foljande:

a) En forteckning over kontrollomrdden och de faktorer som
beaktats vid faststillandet av dessa omrdden, inbegripet en
geografisk avgransning av det relevanta omradet, som upp-
rttats i enlighet med artikel 2.2.

b) En forteckning over delomrdden, inbegripet en geografisk
avgransning av det relevanta omréade

i) som under 2009 omfattades av dtgarder for att motverka
sjukdomsspridning pé grund av 6kad dodlighet hos Cras-
sostrea gigas i samband med OsHV-1 pvar,

i) dar det genom testning enligt delarna A och B i bilaga I
pd prover som tagits i kontrollomrddet har pavisats att
OsHV-1 pvar inte férekommer.

¢) Forklaringar av de program som avses i artikel 5.2, inbegri-
pet en geografisk avgransning av det relevanta omradet.

2. Uppgifterna i punkt 1 ska uppdateras och tillhandahallas
genom de Internetbaserade informationssidor som inrittats i
enlighet med artikel 10 i beslut 2009/177/EG.

Artikel 7
Rapportering

Senast den 1 oktober 2010 ska medlemsstaterna limna in en
rapport till kommissionen om program som forklarats i enlighet
med artikel 5.2.

Rapporten ska sammanstillas enligt forlagan i bilaga VI till
beslut 2009/177EG.

Artikel 8
Ikrafttridande och tillimpning

Denna forordning trader i kraft den tredje dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

Den ska tillimpas fran och med den 15 mars 2010 till och med
den 31 december 2010.

Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfirdad i Bryssel den 2 mars 2010.

Pd kommissionens vignar
José Manuel BARROSO
Ordférande
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BILAGA 1

DEL A

Provtagning

1. Provtagning enligt artikel 2

Prover enligt artikel 2 ska bestd av minst tolv individer av Crassostrea gigas. Vid urvalet av djuren ska svaga
individer, individer med oppna skal eller nyddda (ej sonderfallande/ruttna) individer provtas och de ska samlas
in fran det delomrdde dir dodligheten konstaterats.

2. Provtagning enligt artiklarna 3.2 b, 5.1 b och 5.2

a)

A=x

o

=3

Provtagningen enligt artikel 3.2 b ska omfatta foljande:

i) I friga om larver: fem pooler om minst 50 mg hela djur med skal som samlats in 4-8 dagar efter
befruktning per sindning.

ii) I friga om yngel som ar mindre 4n 6 mm: 30 pooler om 300 mg hela djur med skal per sindning.

iii) I friga ostron som dr storre d4n 6 mm: 150 individer per sindning.

Nir djuren viljs ut ska sindningens samtliga delar vara proportionellt representerade i provet. Om det fore-
kommer svaga individer, individer med 6ppna skal eller nydoda (ej sonderfallande/ruttna) individer ska i forsta
hand dessa viljas ut.

Provtagningen enligt artikel 5.2 ska omfatta minst 150 individer av Crassostrea gigas per provtagningsplats.
Samtliga anldggningar eller omraden for blotdjursodling i den medlemsstat eller det delomrdde som program-
met omfattar ska provtas.

Provtagningen enligt artikel 5.1 b ska omfatta minst 150 individer av Crassostrea gigas per delomréde.

Nir djuren viljs ut ska hinsyn tas till foljande kriterier:

— Om det forekommer svaga individer, individer med 6ppna skal eller nydoda (¢j sonderfallande/ruttna)
individer ska i forsta hand dessa viljas ut. Om det inte forekommer ndgra sidana djur ska friska blotdjur
som dr yngre dn 12 ménader viljas ut.

— Vid provtagning pd anldggningar dir mer 4n en vattentikt anvinds for produktion, ska djur frin samtliga
vattentakter provtas pd sd sitt att samtliga delar av anldggningen &r proportionellt representerade i provet.

— Vid provtagning i omraden for blotdjursodling ska djur fran ett tillrackligt antal provtagningsplatser, dock
minst tre, provtas pa sa sdtt att samtliga delar av omrddet dr proportionellt representerade i provet,
inbegripet de naturliga fyndplatser som finns inom detta omrade. Huvudfaktorer att beakta vid urvalet
av dessa provtagningsplatser: tidigare pavisande av OsHV-1 pvar i omrddet, bestindstithet, vattenfloden,
vattendjup och odlingsmetoder.

Provtagningen enligt artikel 5.2 ska ske under den period av dret d& man vet att prevalensen av OsHV-1 pvar i
medlemsstaten eller delomridet dr som hogst. Om det inte finns ndgra sddana data ska provtagningen ske
precis efter den period d vattentemperaturen overskrider 16 °C eller den tid pd dret da vattentemperaturen
normalt sett 4r som hogst.

Provtagningen enligt artikel 5.1 b ska helst ske under den period av dret som anges i c. Om prover samlas in
utanfor denna period ska de provtagna ostronen innan de testas forvaras under omstindigheter som motsvarar
dem som beskrivs i ¢ under en period som &r lamplig for pavisande av OsHV-1 pvar.
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DEL B
Diagnostiska metoder for pavisande av OsHV-1 pvar
Tillimpningsomrade

Forfarandet forklarar standardmetoden for diagnos som ska anvindas for pavisande av OsHV-1 pvar och PCR-
identifiering (polymeraskedjereaktion). Den gor det mojligt att skilja mellan OsHV-1 och OsHV-1 pvar.

For att optimera reaktionsvillkoren far laboratorierna vid behov anpassa de metoder som beskrivs i denna bilaga
till utrustningen och villkoren i laboratoriet, forutsatt att det kan visas att kinsligheten och specificiteten ar lika
god.

Definition

OsHV-1 pvar definieras i artikel 1 i denna férordning.

Utrustning och miljoforhdllanden

Det diagnostiska test som anvinds for pavisande av OsHV-1 pvar och PCR-identifiering krdver utrustning och
miljoforhéllanden som traditionellt anvinds for PCR-analys enligt foljande:

— Ett dragskdp som ir utrustat med steriliserande UV-belysning for att eliminera eventuell fororening nar PCR-
blandningen bereds.

— Tva kompletta uppsittningar pipetter (2 pl, 20 pl, 200 pl och 1 000 pl), en for DNA-extraktion och en for
beredning av PCR-blandningen.

— Tre olika pipetter: en pipett (2 pl) for att fordela prover i PCR-blandningen, en pipett (20 pl) for prover med
etidiumbromid (EtBr) och en pipett (20 pl) for att applicera PCR-produkter i agarosgelen.

— Pipettspetsar med filter (2 pl, 20 pl, 200 pl och 1 000 pl) fér DNA-extraktion, beredning av PCR-blandning och
fordelning av prover.

— Pipettspetsar (20 pl) for EtBr-prover och for applicering av amplifieringsprodukter i agarosgelen.

— Termocykler for amplifiering.

— Horisontellt elektroforessystem for elektrofores av PCR-produkter.

— UV-bord for observation av PCR-produkter efter elektrofores i agarosgel.

— System for att avbilda gelerna.

Utforaren mdste anvinda skyddsrock och handskar vid alla de olika stegen som beskrivs nedan. Skyddsrock och
handskar ska helst bytas efter varje huvudsteg: DNA-extraktion, beredning av PCR-blandning, fordelning av prover,
amplifiering och applicering i gel.

Det rekommenderas att dessa olika steg utfors i olika rum. Sarskilt amplifiering och applicering i gel/elektrofores
bor utforas i separata rum fran DNA-extraktion, beredning av PCR-blandning och férdelning av DNA.

Utférande

Beredning av prover

Levande eller nydoda (¢j sonderfallande/ruttna) ostron, som tidigare kan ha varit frusna, bereds for DNA-extraktion.
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Proverna bereds olika beroende pé deras storlek:

a) For larver: pooler om 50 mg hela djur (inklusive skal) tillsatts 200 pl destillerat vatten, krossas och centrifugeras

vid 1000 ¢ i 1 minut.

b) For yngel mindre dn eller lika med 6 mm: pooler om 300 mg hela djur (inklusive skal) tillsitts 1 200 pl

destillerat vatten, krossas och centrifugeras vid 1 000 ¢ i 1 minut.

¢) For yngel 6-15 mm: all den mjuka vdvnaden frin varje djur krossas individuellt.

d) For djur storre dn 15 mm: delar av gilar och mantel isoleras.

DNA-extraktionen utfors med QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) och enligt instruktionerna for Tissue Test
Protocol.

Den fortsatta provberedningen utfors i foljande ordning:

10.

11.

12.

. Placera 100 pl supernatant frdn proverna i a och b eller 10-50 mg véivnad frdn proverna i c och d iett 1,5 ml

mikrocentrifugror och tillsatt 180 pl Buffer ATL.

. Tillsatt 20 pl Proteinase K, blanda genom att vortexa och inkubera vid 56 °C tills vdvnaden ér helt lyserad

(6ver natten). Vortexa emellanat under inkuberingen for att dispergera provet. Centrifugera kort 1,5 ml mikro-
centrifugroret for att avldgsna droppar fran locket.

. Tillsitt 200 pl Buffer AL till provet, vortexa stotvis i 15 sekunder och inkubera vid 70 °C i 10 minuter.

Centrifugera kort 1,5 ml mikrocentrifugroret for att avligsna droppar frin locket.

. Tillsdtt 200 pl etanol (96-100 %) till provet och vortexa stotvis i 15 sekunder. Centrifugera kort 1,5 ml

mikrocentrifugroret for att avlagsna droppar fran locket.

. Applicera noggrant blandningen fran steg 4 till QIAamp Spin Column (i ett 2 ml uppsamlingsror) utan att

blota ner kanten. Stiang locket och centrifugera vid 10 000 rpm i 1 minut. Placera QlAamp Spin Column i ett
rent 2 ml uppsamlingsror (finns i kitet) och sling roret med filtratet.

. Oppna forsiktigt QIAamp Spin Column och tillsitt 500 ul Buffer AW1 utan att bléta ner kanten. Stiang locket

och centrifugera vid 10 000 rpm i 1 minut. Placera QIAamp Spin Column i ett rent 2 ml uppsamlingsror
(finns i kitet) och slang roret med filtratet.

. Oppna forsiktigt QlAamp Spin Column och tillsitt 500 pl Buffer AW2 utan att blota ner kanten. Stang locket

och centrifugera pd hogsta hastighet (14 000 rpm) i 3 minuter.

. (Valfritt) Placera QIAamp Spin Column i ett nytt 2 ml uppsamlingsror (finns inte i kitet) och sling roret med

filtratet. Centrifugera pa hogsta hastighet (14 000 rpm) i 1 minut.

. Placera QIAamp Spin Column i ett rent 1,5 ml mikrocentrifugrér (finns inte i kitet) och sling uppsamlings-

réret med filtratet. Oppna forsiktigt QlAamp Spin Column och tillsitt 100 pl destillerat vatten. Inkubera i
5 minuter vid rumstemperatur och centrifugera vid 10 000 rpm i 1 minut.

Kontrollera kvaliteten och effektiviteten av extraktionen (till exempel genom att mita OD [260 nm] med
spektrofotometer eller genom elektrofores i agarosgel).

Spdd ut dina prov sa att du har en slutlig DNA-koncentration pa 50-100 ng/pl.

DNA-l6sningar forvaras vid 4 °C tills PCR-analyserna utforts.
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4.2
4.2

Andra kommersiella kit kan anvindas for DNA-extraktionen forutsatt att de har visat sig ge liknande resultat.

Polymeraskedjereaktion (PCR)

.1 Reagenter

— 10 X Buffer (levereras med Tag DNA polymeras)

— Mg(l, (levereras med DNA polymeras) (25 mM)

— Taq DNA Polymeras (Goldstar, Eurogentec) 5 Uful

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Master Mix (20 mM) madste spadas 10 ganger (till 2 mM) fore anvindning

— dH,0 (destillerat H,O fritt frdin DNA och RNA)

4.2.2 Primrar

Foljande primrar (1) mdste anvindas:

CF (10 pM)

CR (10 pM)

4.2.3 PCR-blandning

PCR-blandningen for varje ror innehaller:

Volym per ror

Slutlig koncentration

Buffer (10 X) 5ul 1X
MgCl, (25 mM) 5l 2,5mM
dNTP (2 mM) 5l 0,2 mM
CF (10 pM) 1ul 0,2 M
CR (10 pM) 1l 0,2 uM
Taq polymeras (5 U/pl) 0,5ul 2,5U

31,5l

— 49 pl av denna PCR-blandning fordelas i varje PCR-ror.

— 1 pl extraherat DNA (50-100 ng/pl) tillsitts varje ror.

4.2.4 Kontroller

Tva typer av kontroller anvinds:

— Negativa kontroller bestar av dH,0O (1 pl till 49 pl PCR-blandning). Deras uppgift dr att detektera potentiella
reaktiva fororeningar frdn omgivningen. En negativ kontroll bér inkluderas for vart 10:e prov eller efter varje

batch av prover.

(") Dessa primrar eller en beskrivning av dem kan fis frin gemenskapens referenslaboratorium for sjukdomar hos musslor (LGP-Ifremer,
Av. de Mus de Loup, 17390 La Tremblade, Frankrike).
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— Positiva kontroller bestdr av plasmid DNA innechéllande den genomiska mélregionen, CF-CR, for OsHV-1.
Deras uppgift dr att kontrollera effektiviteten hos PCR-reaktionen. En positiv kontroll bor inkluderas for varje
PCR-analys. Positiva kontroller finns att tillga fran gemenskapens referenslaboratorium.

4.2.5 Amplifiering

Amplifieringscyklerna utfors i en termocyklerapparat.

— Initial denaturering: 2 minuter vid 94 °C.

— Amplifiering: 35 cykler (1 minut vid 94 °C, 1 minut vid 50 °C och 1 minut vid 72 °C).

— Slutlig elongering: 5 minuter vid 72 °C.

4.3 Elektrofores
4.3.1 Reagenter
— 50 X TAE (kan kopas klar att anvinda):

Tris-bas (40 mM) 242 ¢

Isattiksyra (40 mM) 57,1 ml

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

dH,0 for 1 liter

Justera pH till 8.

— Agarosgel 2,5 % i 1X TAE

Etidiumbromid (0,5 pg/ml) tillsitts efter kylning av gelen.

— BI4 laddningsbuffert:

Bromfenolblatt 0,25 %

Xylencyanol FF 0,25 %

Sackaros 40 %

Forvaras vid 4 °C.

Anvinds efter 6 gdngers utspadning (2 pl laddningsbuffert till 10 pl PCR-produkt).

— Molekylviktsmarkor:

SmartLadder SF (Eurogentec): en molekylviktsmarkor som ar klar att anvdnda och inkluderar nio jamt
utspridda band frén 100 till 1 000 bp.

4.3.2 Beredning av agarosgel
1. Vag upp 2,5 g agaros, tillsitt 100 ml 1X TAE och virm tills blandningen har smalt.
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2. Efter det att losningen har svalnat tillsitts etidiumbromid (5 pl till 100 ml agarosgel) och blandningen gjuts i en
sdrskild form utrustad med kammar (for att forma brunnar).

3. Nir gelen har polymeriserat, ta bort kammarna och placera gelen i ett horisontellt elektroforeskdr] innehdllande
tillrackligt med 1X TAE for att ticka agarosgelen.

4. 10 pl PCR-produkt blandas med 2 pl laddningsbuffert (6X) och appliceras i brunnarna.

5. En brunn ska anvindas for molekylviktsmarkoren (5 pl).

6. Satt spanningen pd 50-150 volt och lat elektroforesen g mellan 30 minuter och 1 timme beroende pé
gelstorlek och tjocklek.

7. Gelen observeras under UV-Jjus.

4.4 Tolkning

Narvaron av OsHV-1 pvar i ett prov indikeras av ndrvaron av ett band av ritt storlek (157 bp istillet for 173 bp
for OsHV-1) i en 2,5 % agarosgel dar alla negativa kontroller 4r negativa och alla positiva kontroller positiva.

DEL C
Faststillande av kontrollomride

Hénsyn ska tas till foljande faktorer som paverkar risken for att sjukdomen sprids vid faststillandet av kontrollomradet
enligt artikel 2.2:

a) Antal, andel och fordelning av blotdjur pa den smittade anlidggningen eller i det smittade omrddet for blotdjursodling.

b) Avstand till nirliggande anldggningar och omrdden for blotdjursodling och deras tithet.

¢) Nirhet till bearbetningsanldggningar, kontaktanliggningar eller kontaktomraden for blotdjursodling.

d) Arter pa anlidggningarna eller i omradena for blotdjursodling.

¢) Odlingsmetoder pa den drabbade anliggningen och intilliggande anldggningar eller i det drabbade omradet for blot-
djursodling och intilliggande omréaden.

f) Hydrodynamiska forhallanden och andra faktorer av epizootiologisk betydelse som identifierats.
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BILAGA 11

Forlaga till djurhilsointyg for utslippande pd marknaden av Crassostrea gigas som ir avsedda for odling och
aterutliggningsomriden

EUROPEISKA UNIONEN

Djurhélsointyg for handel inom gemenskapen

1.1 Avséndare
Name

Adress
Postnr

1.2 Intygets referensnummer l.2.a Lokalt referensnummer

1.3 Central behdrig myndighet

1.4 Lokal behdrig myndighet

E’, 1.5 Mottagare 1.6
5 Namn
5
» Address
E Postnr 17
&
E
-g 1.8 Ursprungsland ISO-kod | 1.9 1.10 Bestammelseland ISO-kod | I.11
o
=]
2 | |
3 | .12 Ursprungsort/fiskeplats 1.13 Bestdmmelseort
e Godkéand vattenbruksanlaggning [] Godkand vattenbruksanlaggning [
Ovriga [ Ovriga [
Namn Godkannande nr Namn Godkannande nr
Adress Address
Postnr Postnr
L[| 1.14 Lastningsort .15 Datum och klockslag for avresa
Postnr
.16 Transportmedel 1.17 Transportér
Fiyg 1 Fartyg [ Jarnvégsvagn [] Namn Godkénnande nr
Vagtransport [] Ovriga [ Adress
Identifikation: Postnr Medlemsstat

1.18 Djurart/produkt

119 Varukod (KN)
03.07

120 Antal/Kvantitet

1.21

1.22 Antal férpackningar

1.23 Containernummer/férseglingens nummer

1.24 Typ av férpackning

1.25 Djur/produkter som intygas vara avsedda for

(Vetenskapligt namn)

Avel [ Aterutiaggning [

1.26  Transitering genom tredjeland — 1.27 Transitering genom medlemsstaterna —
Tredjeland 1SO-kod Medlemsstat ISO-kod
Utférselstalle Kod Medlemsstat 1SO-kod
Inférselstalle Grénskontrollstationens nr Medlemsstat 1SO-kod

1.28 Export —1 1.29
Tredjeland 1SO-kod
Utforselstalle Kod

1.30

1.31 Identifiering av djur

Arter Antal

L 5211
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EUROPEISKA UNIONEN Utsldppande pa marknaden av Crassostrea gigas som #&r av-
sedda for odling och aterutlaggningsomraden
II. Hélsoinformation IlL.a Intyg nr Il.b
(M®I[ll.1  Krav fér Crassostrea gigas som hérrdr fran ett kontrollomrade som upprittats i enlighet med artikel 2 i férordning (EU) nr 175/
2010
| egenskap av officiell inspektdr intygar jag att de Crassostrea gigas som avses i del | i detta intyg
.11 harrér fran ett omrade som ar féremal for bekdmpningsatgérder avseende 6kad dodlighet hos Crassostrea gigas i samband med OsHV-1
pvar,
g (MI.1.2  far sldppas ut pa marknaden enligt artikel 3.2 a i férordning (EU) nr 175/2010.]
o
f M[IL1.2  hérrdr fran en del av kontrollomradet som inte drabbats av 6kad dédlighet och séndningen av Crassostrea gigas har provtagits och testats
g i enlighet med férordning (EU) nr 175/2010 med negativt resultat.]]
(MP)Il.2 Krav fér Crassostrea gigas som hérrdr fran en medlemsstat eller ett kontrollomrade som tidigare har omfattats av atgérder for
att motverka sjukdomsspridning pa grund av okad doédlighet hos Crassostrea gigas i samband med OsHV-1 pvar och som é&r
avsedda fér medlemsstater eller delomraden som inréttat ett program fér att pa tidigt stadium kunna pavisa OsHV-1 pvar
| egenskap av officiell inspektdr intygar jag att de Crassostrea gigas som avses i del | i detta intyg
.21 kommer fran en anlaggning eller ett omrade for blétdjursodling dar det enligt uppgifter fran anlaggningen eller omréadet inte finns nagra
indikationer pa dkad dédlighet,
.2.2 harrér fran ett delomrade dar det genom provtagning och testning enligt bilaga | till férordning (EU) nr 175/2010 har pavisats att OsHV-1
uvar inte férekommer hos Crassostrea gigas.]
1.3 Transport- och mérkningskrav
| egenskap av officiell inspektdr intygar jag féljande:
1.3.1 De Crassostrea gigas som avses i del | i detta intyg har transporterats under forhallanden, bland annat vad géller vattenkvalitet, som inte
paverkar deras hélsostatus.
1.3.2 Transportbehallaren hade rengjorts och desinficerats fére lastning eller var oanvand.
1.3.3 Sandningen har identifierats genom en laslig etikett pa utsidan av behallaren, eller vid transport med brunnbat i fartygsmanifestet, med de
relevanta uppgifterna i falten 1.8-1.13 i del | i detta intyg och féljande text:
antingen (")["Japanska jétteostron (Crassostrea gigas) avsedda fér odling/aterutidggning i ett omrade som omfattas av ett program fér att
pa tidigt stadium kunna pavisa OsHV-1 pvar”]
eller (1)["Japanska jatteostron (Crassostrea gigas) som ar avsedda fér odling/aterutidggning i ett omrade som &r féremal for sjuk-
domsbeka@mpningsatgérder och som héarrér fran ett omrade som ar féremal for sjukdomsbekdmpningsatgarder”].
Anmérkningar
Del I:
— Falt 1.12: | tillampliga fall anges godkannandenummer for anlaggningen eller omradet for blétdjursodling.
— Falt 1.13: | tilldmpliga fall anges godkannandenummer for anlaggningen eller omradet for blétdjursodling.
— Falten 1.20 och 1.31: Kvantiteten anges som totalt antal.
— Falt 1.25: Kryssa i "Avel” om djuren &r avsedda for odling, "Aterutlaggning” om de &r avsedda for aterutlaggning.
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EUROPEISKA UNIONEN Utsldppande pa marknaden av Crassostrea gigas som #r av-
sedda for odling och aterutliggningsomraden

1. Halsoinformation Il.a Intyg nr I.b

Del II:

() Stryk det som inte ar tillampligt.

(® Del Il.1 i detta intyg géller sédndningar av Crassostrea gigas som hérrédr fran ett kontrollomrade som uppréttats i enlighet med artikel 2.2 i férordning
(EU) nr 175/2010 och som enligt artikel 3.2 a eller b i den férordningen far ldmna omradet.

(®) Del 1.2 i detta intyg galler de séndningar av Crassostrea gigas som avses i artikel 5.1 i férordning (EU) nr 175/2010 och som &r avsedda fér
medlemsstater eller delomraden som omfattas av ett program for att pa tidigt stadium kunna pavisa OsHV-1 pvar och harrér fran ett omrade som
tidigare har omfattats av atgarder for att motverka sjukdomsspridning pa grund av 6kad dédlighet hos Crassostrea gigas.

Officiell veterinar eller inspektor

Namn (med versaler): Titel och befattning:
Lokal veterindrenhet: Lokal veterindrenhets nr:
Datum: Underskrift:

Stampel:




