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AKVORDPUN FRAMKV AMDASTJORNARINNAR
fra 13. juni 2003

um vidmidanir vid skilgreiningu svaeda og opinbert eftirlit ef upp kemur grunur um
blédporra eoa tilvist hans er staofest (tilkynnt med numeri C(2003) 1831)

(Texti sem vardar EES)

(2003/466/EB)

FRAMKVZEMDASTIORN EVROPUBANDALAGANNA
HEFUR,

med hlidsjon af stofnsattmala Evropubandalagsins,

med hlidsjon af tilskipun radsins 91/67/EBE fra 28. jantar
1991 um skilyrdi 4 svidi heilbrigdis dyra sem hafa 4hrif &
markadssetningu fiskeldistegunda og -afurda ('), eins og
henni var sidast breytt med reglugerd (EB) nr. 806/2003 (2),
einkum 15. gr.,

med hlidsjon af tilskipun radsins 93/53/EB fra 24. jani 1993
um lagmarksradstafanir Bandalagsins vegna eftirlits med
tilteknum fisksjikdémum (*), eins og henni var sidast breytt
med akvordun framkvaemdastjornarinnar 2001/288/EB (*),
einkum 2. mgr. 5. gr. og 6. gr.,

og ad teknu tilliti til eftirfarandi:

1)  Med tilskipun 93/53/EBE er akvedid ad synataka og
profanir & rannsoknarstofu til ad greina sjikdoma i
skra T og skra II (sem um getur i vidauka A vid
tilskipun 91/67/EBE) skuli fara fram samkvaemt peim
adferdum sem eru fastsettar i samraemi vid 15. gr.
tilskipunar 91/67/EBE.

2) i akvordun framkvemdastjornarinnar
2001/183/EB (*) er meelt fyrir um synatokudzetlanir og
aoferdir vio greiningu og stadfestingu & veirubladi [2:
veirublaedingu] og idradrepi.

3) Samkvemt 2. mgr. 5. gr. og 6. gr. tilskipunar
93/53/EBE skulu allar eldisstodvar, sem eru 4 sama
vatnasvidi eda strandsvedi og eldisstdd par sem
grunur leikur & um blodporrasmit (ISA) eda pad hefur
verid stadfest, vera undir opinberu eftirliti. Setja skal
vidmidanir vegna skilgreiningar sveeda og opinbers
eftirlits.

(') Stjtid. EB L 46, 19.2.1991, bls. 1.

() Stjtid. ESB L 122, 16.5.2003, bls. 1.
() Stjtid. ESB L 175, 19.7.1993, bls. 23.
)

)

PN

Stjtid. EB L 99, 10.4.2001, bls. 11.
%) Stjtid. EB L 67, 9.3.2001, bls. 65.

4) Haft hefur verid samrad vid sérfredinga i fisk-
sjukdomum og rannsdknarstofustorfum i pvi skyni ad
skilgreina synatdkudatlanir og adferdir vid greiningu
og stadfestingu & blodporra og setja vidomidanir vid
skilgreiningu svada og opinbert eftirlit ef upp kemur
grunur um blodporra eda tilvist blodporra er stadfest.
Enn fremur verdur ad taka tillit til viomidunarreglna
um greiningu blodporra sem melt er fyrir um i
gildandi utgafu greiningarhandbokar Alpjodadyra-
heilbrigdisstofnunarinnar  (International Office of
Epizootics (OIE)) um sjukdoma i lagardyrum.

5)  Veita skal negan tima til framkvamdar pessum nyju
krofum.

6)  Radstafanirnar, sem kvedid er a4 um i bessari
akvOrdun, eru i samreemi vid alit fastanefndarinnar
um matvalaferli og heilbrigdi dyra.

SAMPYKKT AKVORDUN PESSA:

1. gr

[ vidaukanum vid pessa akvordun er melt fyrir um
synatdkuaetlanir og adferdir vid greiningu og stadfestingu a
blodporra og einnig vidmidanir vid skilgreiningu sveda og
opinbert eftirlit ef upp kemur grunur um blédporra eda
tilvist blodporra er stadfest.

2. gr.

Akvordun pessi gildir fra 23. oktober 2003.
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3. gr.
Akvordun pessari er beint til adildarrikjanna.

Gjort i Brussel 13. juni 2003.

Fyrir hénd framkvemdastjornarinnar,

David BYRNE

Sframkvemdastjori.
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VIDAUKI

Synatokuaaetlanir og adferdir vid greiningu og stadfestingu 4 blodporra og vidmidanir vid skilgreiningu svaoda
og opinbert eftirlit ef upp kemur grunur um blédporra eda tilvist blodporra er stadfest

INNGANGUR OG SKILGREININGAR

[ pessum vidauka:

a) er kvedid 4 um vidmidunarreglur og lagmarkskrofur um synatdkuaeetlanir og adferdir vid greiningu og stadfest-
ingu 4 tilvist blédporra,

b) eru akvaedi og skilgreiningar, sem melt er fyrir um i tilskipun 91/67/EBE og tilskipun 93/53/EBE, sampeett,

c) eru sett fram akveedi um rétta greiningu, varnaradgerdir og eftirlit med blédporra komi upp grunur um blodporra
eda sé blodporri stadfestur,

d) eru dkveaoi sem beint er baedi ad yfirvoldum sem sja um varnir gegn blodporra og starfsfolki 4 rannséknarstofum
sem sér um profanir med tilliti til pess sjukdoms. Logd er ahersla a adferdir vid synatoku, meginreglur og
framkveemd rannsoknastofuprofana og mat 4 nidurstodum ur peim sem og nakvama rannsoknarstofutekni. bratt
fyrir pad geta rannsoknarstofur, ef vid 4, breytt peim profunum sem er lyst i pessum vidauka eda vidhaft adrar
profanir, ad pvi tilskildu ad unnt sé ad syna fram 4 jafnmikla eda meiri neemni og sérhafni. Enn fremur er meelt
fyrir um vidmidanir vid skilgreiningu svada og opinbert eftirlit ef upp kemur grunur um blédporra eda tilvist
blodporra er stadfest.

I pessum vidauka er merking eftirfarandi hugtaka sem hér segir:

,»Vatnasvid“: allt vatnasvidid frd upptokum vatnsfallsins ad 4armynninu eda hluti vatnasvids frd upptokum
vatnsfallsins ad nattirulegri eda tilbtinni hindrun sem kemur i veg fyrir ad fiskurinn fari nidur fyrir pa hindrun.

»Strandsvedi®: hluti af strond, sjo eda armynni, skyrt afmarkadur landfradilega, sem er einsleitt, straumfraedilegt
kerfi eda nokkur slik kerfi.

[ 1. hluta er melt fyrir um almennar meginreglur og vidmidanir vid greiningu og stadfestingu 4 bloSporra og
vidmidanir vid skilgreiningu svada og opinbert eftirlit, sem halda skal uppi, ef upp kemur grunur um blédporra eda
tilvist blodporra er stadfest.

f I1. hluta er tilgreint hvers konar skodun og synataka skuli fara fram svo ad greina megi bloSporra.
[ III. hluta er melt fyrir um adferdir sem 4 ad nota vid veirufradilegar rannsoknir.

[ IV. hluta er gerd grein fyrir adferdum vid rannsokn syna med vixlritakjarnsyrumdgnun (RT-PCR) i pvi skyni ad
greina blodporra.

f V. hluta er adferdarlysing sem 4 ad nota vid dbeina flirskinsmotefnapréfun (IFAT) 4 nyrnaprykkjum med tilliti til
blodporra.

[ VI. hluta eru tilgreindar adferdir i vefjafraedi.

[ VIL hluta er skra yfir pau upphafsstafaord og peer skammstafanir sem eru notadar.

I.  Vidmidanir vid greiningu blédporra og skilgreiningu svaeda, tilteknar varnarradstafanir og opinbert eftirlit
L1 Almennar meginreglur um greiningu blodporra

Gildar astaedur fyrir pvi ad telja ad fiskur sé syktur af blodporraveiru eru settar fram i hluta 1.2 1 pessum
vidauka. Ef upp kemur grunur um ad fiskur i eldisstod sé syktur af blodporraveiru skulu adildarrikin sja
til pess ad eins skjott og unnt er fari fram opinber rannsokn til ad stadfesta eda utiloka tilvist sjukdomsins
med skodunum og kliniskum rannséknum, auk pess ad taka og velja syni og velja adferdir til rannsokna a
rannsoknastofu eins og melt er fyrir um i III.—VIL. hluta pessa vidauka. Til pess ad fa opinbera
stadfestingu & tilvist blodporra verdur ad uppfylla einhvern af peim premur flokkum vidmidana sem meelt
er fyrir um i hluta 1.3 1 pessum vidauka.

1.2. Grunur um blodporrasykingu

12.1.  Asteda er til ad hafa grun um tilvist blodporra ef a.m.k. ein af eftirfarandi vidmiSunum er
uppfyllt:

a) einkenni vid skodun eftir dauda samremast einkennum blédporra, med eda an kliniskra
einkenna um sjikdoéminn. Einkenni vid skodun eftir dauda og klinisk einkenni sjikdéms
skulu vera i samremi vi0 einkenni sem melt er fyrir um i gildandi utgafu
greiningarhandbokar ~ Alpjodadyraheilbrigdisstofnunarinnar ~ (International ~ Office  of
Epizootics (OIE)) um sjikdoma i lagardyrum,

b) einangrun og greining blodporraveiru i frumurakt Ur einu syni ur einhverjum fiski i
eldisstodinni, eins og lyst er i I11. hluta,
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1.3.

1.4.

c) rokstudd  visbending um tilvist  blodporraveiru  ur  tveimur  sjalfstadum
rannsoknastofuprofunum 4 bord vid vixlritakjarnsyrumdgnun (IV. hluti) og oObeina
flarskinsmotefnaprofun (V. hluti),

d) flutningur 4 lifandi fiski i eldisstdd par sem gildar astaedur eru fyrir grun um tilvist blédporra
4 peim tima pegar fiskurinn var fluttur,

e) ef rannsokn leidir i 1jos onnur mikilveg, faraldsfredileg tengsl vid eldisstddvar par sem upp
kemur grunur um blédporra eda tilvist blodporra er stadfest.

[.2.2. Hagt er ad eyda grun um blodporra ef dframhaldandi rannsoknir, sem fela i sér a.m.k. eina

kliniska rannsokn 4 manudi 4 sex ménada timabili, gefa engar frekari marktekar visbendingar
um tilvist blédporra.

Stadfesting a blodporra

Tilvist blédporra telst vera stadfest ef vidmidanir a-, b- eda c-lidar eru uppfylltar:

a)

b)

©)

klinisk einkenni og einkenni vid skodun eftir dauda samramast einkennum blodporra samkvamt
gildandi utgafu greiningarhandbokar Alpjodadyraheilbrigdisstofnunarinnar um sjukdéoma i lagar-
dyrum, p.m.t. daudur eda veikburda fiskur eda fiskur sem hagar sér 6edlilega, merki um blodleysi,
onnur einkenni vid skodun eftir dauda og sjuklegar breytingar greinast og blédporraveira greinist
med einni eda fleiri af eftirfarandi adferdum:

i) einangrun og greiningu blodporraveiru i frumurekt ur amk einu syni Gr einhverjum fiski i
eldisst6dinni, eins og lyst er i II1. hluta,

ii) greiningu bloédporraveiru med vixlritakjarnsyrumdgnun med peim adferdum sem er lyst 1 IV.
hluta,

iii) greiningu blédporraveiru i vef eda vefjasynum med sértekum motefnum gegn blodporraveiru
(t.d. 6bein flarskinsmotefnaprofun a nyrnaprykki eins og lyst er i V. hluta),

einangrun og greiningu bldédporraveiru i tveimur synum Ur einum eda fleiri fiskum i eldisst6d sem
eru rannsakadir 4 mismunandi tima med adferdinni sem er lyst i III. hluta,

einangrun og greiningu blodporraveiru ur a.m.k. einu syni Gr hvada fiski i eldisst6dinni sem er med
adferdinni, sem er lyst i III. hluta, med stadfestri visbendingu um blédporraveiru i vefjasyni ur hvada
fiski i eldisst6dinni sem er med pvi ad nota annadhvort vixlritakjarnsyrumognun (IV. hluti) eda
obeina flarskinsmoétefnaprofun (V. hluti).

Vidmidanir vid skilgreiningu og afndm sveda fyrir varnaradgerdir og opinbert eftirlit ef upp kemur
grunur um blodporra sem er svo stadfestur.

1.4.1. Vid gerd opinberrar eftirlitsaetlunar, byggdri a ahattumati, skulu adildarrikin skilgreina

videigandi varnar- og eftirlitssveedi i grennd vid eldisstddina par sem opinber grunur leikur & um
blodporra eda tilvist blodporra er stadfest.

L4.2.  Skilgreining svada skal byggjast 4 greiningu { hverju tilviki fyrir sig 4 heettu 4 frekari atbreidslu

sjukdomsins. I samreemi vid faraldsfradilegt astand skal vidkomandi vatnasvid eda strandsvaedi:

— skilgreint sem varnarsvadi eda

— pvi ma skipta, ef um vidattumikil vatnasvid eda strandsveedi er ad rada, i varnarsvaedi og
eftirlitssveedi ef pad dregur ekki ar likum & pvi ad ttbreidsla blodporra verdi heft.

Enn fremur er heimilt ad skilgreina vidbotareftirlitssvaedi, eftir pvi sem porf krefur, utan
vatnasvidsins eda strandsvadisins.

1.4.3. Helstu pettir, sem ber ad hafa i huga vid skilgreiningu framangreindra sveda, eru peir sem hafa

ahrif 4 hettuna 4 ad sjukdomurinn berist i eldisfisk eda villtan fisk, s.s.: fjoldi, hlutfall og
dreifing daudra fiska i eldisst6d par sem upp kemur grunur um blédporraveiru eda tilvist hennar
er stadfest; orsok daudsfalla i vidkomandi eldisst6d; hve langt er til naerliggjandi eldisstodva og
hve pétt paer liggja; smithaettueldisstodvar; hvada tegundir eru i eldisstodvunum; rekstrarform
smitadra og nerliggjandi eldisstodva; straumfredileg skilyrdi og adrir faraldsfreedilegir peettir,
greindir i tengslum vid faraldsfradilega athugun, sem fer fram i samremi vid 2. mgr. 5. gr. og
8. gr. tilskipunar 93/53/EBE.
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LS.

L.6.

1.4.4.

Eftirfarandi lagmarksvidmidanir skulu gilda um skilgreiningu svada.

1.4.4.1. Adildarriki skal skilgreina ,,varnarsvadi“ i nasta nagrenni eldisstodvar par sem
blédporraveirusmit er stadfest, sem hér segir:

— 4 strandsvedum: svadi innan hrings med geisla sem svarar a.m.k til hreyfingar
sjavarfalla eda er a.m.k. 5 km, med midpunkt i eldisstod par sem blodporraveirusmit
er stadfest, eda samsvarandi svedi sem er dkvardad samkvaemt videigandi
straumfraedilegum eda faraldsfraedilegum gégnum eda

— & svedum a landi: allt vatnasvid eldisstodvar par sem blodporrasmit er stadfest;
adildarriki er heimilt, 4 vidfedmum vatnasvidum, ad takmarka umfang svedisins vio
hluta vatnasvids, ad pvi tilskildu ad pad dragi ekki ur likum & pvi ad utbreidsla
blodporra verdi heft.

1.4.4.2. Ef upp kemur grunur um tilvist blodporra skal skilgreina ,,bradabirgdavarnarsvaedi* sem
byggist 4 somu vidmidunum og tilgreindar eru fyrir varnarsva0i.

1.4.4.3. Adildarriki skal skilgreina ,,eftirlitssvaedi®, eftir pvi sem porf krefur, utan varnarsveedis a
svaedum bpar sem minna eftirlit er talid naegja, og skal pad svara til:

— & strandsvadum: svedis umhverfis varnarsvadi sem ner yfir hreyfingar sjavarfalla,
svedis umhverfis varnarsvedi og innan hrings med geisla sem ner 10 km at fra
midju varnarsvaedis eda samsvarandi svaedis, akvardad samkvemt videigandi
straumfreedilegum eda faraldsfreedilegum gégnum eda

— 4 svedum 4 landi: Gtvikkads svaedis utan vio skilgreint varnarsvedi ef porf krefur.

Rekstrarhvild og afnam skilgreindra sveeda

L5.1.

I.5.2.

1.5.3.

1.5.4.

Logbert yfirvald adildarrikjanna skal sja til pess ad allar eldisstddvar innan varnarsvaedis séu
settar i rekstrarhvild i hefilegan tima eftir ad allur fiskur hefur verid fjarlegdur Gr peim og
sotthreinsadar eins og naudsyn krefur. Rekstrarhvild eldisstodva, sem stadfest er ad séu syktar af
blédporra, skal ekki vera styttri en sex manudir. Logbera yfirvaldid skal akveda lengd
rekstrarhvildar annarra eldisstddva 4 varnarsvedum samkvemt ahaettumati 1 hverju tilviki fyrir
sig . begar allar eldisstodvar a varnarsvadinu hafa verid temdar tekur vid samstillt rekstrarhvild
sem er a.m.k. sex vikur.

Enn fremur er 16gbaru yfirvaldi heimilt ad adkveda rekstrarhvild eldisstodva a skilgreindum
eftirlitssveedum.

Ekki ma afnema eda endurnyja skilgreind sva0i fyrr en allar eldisstédvar 4 sveedunum hafa verid
temdar af fiski, sotthreinsadar eins og naudsyn ber til og settar i hvild i samreemi vid 1.5.1. Vid
endurnyjun svaeda skal breyta varnarsvaeedum i eftirlitssvadi eins og meelt er fyrir um i 1.4.4.3.

Ekki ma endurnyja skilgreind bradabirgdavarnarsvaedi fyrr en grun um blédporra hefur verio eytt
i samraemi vid hluta 1.2.2. begar blédporri hefur verid stadfestur i samraemi vid hluta 1.3 skal
breyta bradabirgdavarnarsvedinu i varnarsvaoOi..

Ekki ma endurnyja skilgreind eftirlitssvaedi fyrr en tveimur arum eftir endurnyjun
varnarsvadisins.

Opinbert eftirlit i kjélfar gruns eda stadfestingar a blodporra

Le.1.

1.6.2.

Med visan til 2. mgr. 5. gr. og 6. gr. tilskipunar 93/53/EBE og til ad stadfesta dreifingu og proéun
sjukdomsins i kjolfar gruns eda stadfestingar & blodporra i eldisstod skal 16gbeaert yfirvald eda
vidurkenndur pjénustuadili 4 svidi heilbrigdiseftirlits med fiskum i samradi vid og undir stjorn
logbeera yfirvaldsins framfylgja opinberri eftirlitsazetlun, byggdri a ahettumati, 4 ollum
eldisstodvum 4 skilgreindu svaedunum.

Til ad beita slikri opinberri eftirlitsaaetlun verdur 16gbaera yfirvaldid, med vettvangsskodun ef
naudsyn krefur, ad tilgreina allar eldisstoovar & skilgreindu svedunum og gera opinbera
heildartttekt a tegundum, flokkum og fjolda fiska i eldisstodvunum, p.m.t. danarhlutfall.
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I

1.6.3.

1.6.4.

Eftir  upphaflegu, opinberu heildartttektina ~ skulu  eldisstodvar &  skilgreindum
bradabirgdavarnarsvadum sem rakta lax (Sa/mo salar) eda adrar tegundir sem eru tilgreindar i
nyjustu utgafu alpjodaheilbrigdisreglna Alpjodadyraheilbrigdisstofnunarinnar fyrir eldisdyr, sem
eru nemar fyrir blodporrra eda hugsanlegir smitberar hans, tilkynna l6gbera yfirvaldinu um
danartolu a fjortan daga fresti. Ef danartalan haekkar skal tilkynna hana fyrir hvern dag og hverja
kvi. Logbert yfirvald skal rannsaka alla marktaeka hakkun danart6lu i eldisst6d.

Ef grunur er stadfestur skulu allar eldisstodvar a skilgreindu varnarsvadi tilkynna logbaera
yfirvaldinu vikulega um danartélu fyrir hverja kvi og hvern dag.

Eldisstodvar a eftirlitssvaedum skulu tilkynna um danartolu & 14 daga fresti.

Enn fremur skal skodun vera med reglubundnu millibili allt arid a skilgreindum svedum og
jafnoft og tilgreint er i toflu 1. Ef vedurskilyrdi koma i veg fyrir slika skodun hluta ar ari geta
adildarrikin p6 meelt fyrir um adra skodunartioni i vidbragdsaztluninni.

Tafla 1

Opinber eftirlitsaatlun

Lagmarksfj6ldi skodana 4 ari
Stadsetning eldisstodvar Lagmarksfj6ldi skodana a ari eftir ad varnarsvaedi hefur verid
afnumid
Varnarsvedi 12
Eftirlitssveedi 6 6
Bradabirgdavarnarsvaedi 6

Eftirlitsazetluninni skal fram haldid par til sveedin hafa verid afnumin.

Skodun, svo og val, sofnun, undirbiningur og sending syna, skal fara fram samkvemt
skilgreiningu 1 hluta II.1 til I1.4. Rannsokn synanna skal vera i samrami vid III. til VI. hluta.

Skodun og synataka

IL1.

Skodun, val og sofnun syna i eldisstoo par sem upp kemur grunur um tilvist blodporra

IL1.1.

IL.1.2.

I.1.3.

I reglubundnum skodunum, sem fara fram innan ramma opinberrar eftirlitsazetlunar, sem gerd er
grein fyrir 1 hluta 1.6, og i eldisstodvum, sem grunur leikur 4 ad séu syktar af blodporra, skal
skoda alla hluta eldisstodvar (kviar, ker eda tjarnir) med tilliti til pess hvort par finnst daudur eda
veikburda fiskur eda fiskur sem hagar sér o6edlilega. Ef unnt er skal rannsaka hvort klinisk
einkenni um blédporra eda einkenni vid skodun eftir dauda um blodporra, eins og lyst er i
gildandi utgafu greiningarhandbokar Alpjodadyraheilbrigdisstofnunarinnar um sjikdoéma i
lagardyrum, finnast i nydaudum (6rotnudum) og veikburda fiski eda fiski sem hagar sér
oedlilega.

Ef nyleg, klinisk einkenni greinast sem samremast blodporra eda ef skodunarmadur eda
dyraleknir hefur rokstuddan grun um ad fiskur kunni ad vera syktur skal taka syni ur minnst tiu
fiskum. Ef unnt er skal synid vera r nydaudum (érotnudum) og veikburda fiski eda fiski sem
hagar sér oOedlilega. Ef ekki finnast négu margir fiskar med klinisk einkenni skal taka
vidbotarsyni ur heilbrigdum fiskum sem eru valdir ur peim kvium, kerum eda tjornum sem hafa
hasta danartolu eda flesta fiska med klinisk einkenni sjukdoms.

Ef nydaudur eda veikburda fiskur eda fiskur, sem hagar sér 6edlilega, finnst en klinisk einkenni
og einkenni eftir dauda samremast ekki blodporra er synataka ekki skyldubundin en po getur
skodunarmadur eda dyraleknir, ad eigin dkvordun, tekid pau syni sem naudsynleg eru til
samanburdargreiningar.
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1.2

IL.3.

I1.1.4.

Ef grunur leikur & ad fiskur ur nattirunni sé syktur af blodporra skulu adildarrikin sja til pess ad
videigandi syni séu tekin og rannsokud med videigandi, kliniskum adferdum eda
rannsoknarstofuadferdum, sem melt er fyrir um i II. til VL. hluta, i pvi skyni ad utiloka eda
stadfesta tilvist blodporra og meta hvort eldisfiski stafi umtalsverd hatta af uppkomu
sjukdomsins.

Fisksyni undirbuin

I1.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

11.2.5.

Einungis skal taka syni til vefjafredilegrar rannsoknar Or nyslatrudum fiski sem synir klinisk
einkenni eda einkenni eftir dauda sem samraemast sjukdomseinkennunum. Taka skal syni med
6llum ytri eda innri vefjaskemmdum og i 6llum tilvikum skulu syni tr lifur, midhluta nyrans,
hjarta og milta skorin ur hverjum fiski med skurdarhnif og 16gd i 8-10% (rammaélshlutfall)
jafnalausn sem er formalin/saltlausn. Hlutfallid milli festingarvékva og vefjar verdur ad vera
a.m.k. 20:1 til ad tryggja fullneegjandi vardveislu vefjanna.

Taka skal vefi til veirufraedilegrar rannsoknar ur 6llum fisksynunum. Taka skal tvofold syni til
frekari stadfestingar. Bitar 0r lifur, framhluta nyra, hjarta og milta skulu teknir Gr fiskinum med
daudhreinsudu ahaldi og ferdir yfir i plastpipur med 9 ml flutningslausn, p.e. frumuraktarati
med syklalyfjum. Unnt er ad mela med samsetningunnil2,5 pg ml" fungison, 200 a.c. ml”
polymixin B og 200 pg ml™" kanamysin en einnig er heimilt ad nota adra samsetningu med
stadfestri virkni. Heimilt er ad safna saman vefjum ur allt a0 fimm fiskum i eina pipu med
flutningslausn og leggja fram sem eitt safnsyni. byngd vefja i einu syni skal vera 1,0 + 0,5 g.

Nyrnaprykk til ébeinnar flurskinsmotefnaprofunar skal einungis taka Gr nyslatrudum fiski, p.e.
innan tveggja klukkustunda fra dauda hans. Biti ur midhluta nyrans skal tekinn ur fiskinum med
daudhreinsudum ahdldum. Vefnum er pryst & perripappir til ad fjarlegja afgangsblod og sidan
pryst endurtekid 4 synisgler sem er hidad med poly-L-lysini. Stok prykk skulu liggja hvert ad
60ru, en ekki skarast, pannig ad tr verdi eitt samfellt lag af frumum. Ekki parf ad nota bl6d eda
holdvessa i pessari profun. Fordast skal ad lata nyrnasynid porna upp & perripappirnum pvi pad
getur leitt til blodstorknunar og til pess ad mikid af sermiprotinum fari 4 synisglerid. Prykkin skal
loftpurrka og halda svolum og purrum ef ekki 4 ad festa pau pegar i stad. Festing prykkja skal
fara fram innan 72 klukkustunda fra pvi ad syni eru tekin ar fiskinum. Ad 6drum kosti ma frysta
prykk ad lokinni loftpurrkun og geyma i allt ad pvi einn manud vid —20 °C adur en festing fer
fram.

Heimilt er ad rota fisk sem hefur einkenni blodleysis og taka pegar i stad blodsyni, medhondlud
med heparini, til bl6dfredirannsodknar 4 bord vid blédkornaskil.

Taka skal vefi til greiningar med vixlritakjarnsyrumognun ar 6llum fisksynum. Biti ur fram- eda
midhluta nyrans skal tekinn 0r fiskinum med daudhreinsudu 4haldi og ferdur yfir i
orskilvinduglas med 1 ml RNA-rotvarnarlausn med stadfestri virkni. Heimilt er ad safna saman
vefjum Ur allt ad fimm fiskum i eina pipu med rotvarnarlausn og leggja fram sem eitt safnsyni.
Pyngd vefja i einu syni skal vera u.p.b. 0,5 g. Ef fiskur er smarri en svo ad na megi syni af
tilskilinni pyngd ur honum ma taka hluta ur nyra, hjarta, milta, lifur eda skuflanga, i pessari
forgangsr6d, pannig ad synid verdi 0,5 g.

Flutningur a synum ur fiski

I1.3.1.

11.3.2.

11.3.3.

Blodsyni og pipur sem innihalda fiskvefi til veirufreedilegrar rannsoknar eda greiningar med
vixlritakjarnsyrumdgnun, skulu sett i einangrud ilat (t.d. polystyrenkassa med pykkum veggjum)
asamt nagum is eda ,isklumpum® til ad tryggja kaelingu synanna medan a flutningi til
rannsoknarstofu stendur. Synin mega ekki frjésa og & vidtokustad skal enn vera is i
flutningskassanum eda einn eda fleiri isklumpar verda ad hafa haldist frosnir ad hluta eda alveg. {
undantekningartilvikum ma hradfrysta syni sem 4 ad greina med vixlritakjarnsyrumégnun og
syni til veirufraedilegrar rannsoknar og flytja a4 rannséknarstofuna vid —20 °C eda minna.

Senda skal synisgler fyrir dbeina flarskinsmoétefnaprofun i sérstokum hylkjum med svo miklu
rakadreegu efni ad prykkin haldist purr og keld eins og ad framan greinir.

Ef fiskvefir eru fluttir i festingarvokva til vefjafreedilegrar rannsoknar skulu peir sendir i
lekapéttum pipum i ilatum sem standast hogg, t.d. polystyrenkossum med pykkum veggjum.
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11.3.4.

I1.3.5.

11.3.6.

11.3.7.

11.3.8.

Svo fremi synin séu ekki fryst skal hefja veirufredilega rannsokn eins fljott og audid er og ekki
seinna en 72 klukkustundum eftir ad synunum er safhad saman. Syni sem er tekio til frekari
stadfestingar skal geymt vid —20 °C eda laegra hitastig eftir vidtoku 4 rannsoknarstofu.

Flytja ma heilan fisk a rannsoknarstofu ef krofunum um hitastig i flutningi, sem lyst er i hluta
I1.3.1, er fullnagt. Vefja ma heilan fisk inn i rakadraegan pappir og senda i plastpoka sem er
keeldur eins og adur er getid.

Einnig ma senda lifandi fisk, en adeins undir eftirliti opinbera pjonustuadilans.

Vid greiningu  vefjasyna, sem eru rotvarin i RNAlater-geymslulausn, med
vixlritakjarnsyrumoégnun verdur RNA-tdrattur ad fara fram innan tiltekins tima ad pvi er vardar
syni sem eru geymd vid mishaan hita. Sa timi er sem hér segir:

—37°C einn dagur
—25°C ein vika
—4°C einn manudur

—-20°C otakmarkadur

Oll pokkun og merking verdur ad vera i samraemi vid gildandi, innlendar og alpjodlegar
flutningsreglur eftir pvi sem vid a.

1L.4.  Sofnun vidbotargreiningarefnis

Med samkomulagi vid rannsoknarstofuna, sem annast greininguna, ma einnig ad safna 6drum fiskvefjum
og undirbua fyrir vidbotarrannsokn.

III. Veirufrzedileg rannsékn

IL.1.  Synin undirbiin

HOL1.1.

1I.1.2.

Ef upp koma erfidleikar i framkvemd sem koma i veg fyrir ad haegt s¢ ad sa 4 frumur innan 72
klukkustunda fra pvi ad vefjasynin eru tekin er heimilt ad frysta vefinn vid —80 °C i allt ad pvi 28
daga. Adeins er heimilt ad frysta og pida vefina einu sinni 4dur en rannsokn fer fram.

Gera skal hvert syni (vefjasafnsyni i flutningslausn) fullkomlega einsleitt og nota til pess
eltimaga (stomacher), blandara eda mortél og staut, skilja i skilvindu vid 2000 til 4000 x g i 15
minttur vid 0 til 6 °C en flotid skal sia (med 0,45 pm siu og raekta med sama rammali af
haefilega pynntri blondu af motsermi gegn stadbundnum (indigenous) sermigerdum
brisdrepsveiru (IPN-veiru). Titri motsermisins skal vera minnst 1:2000 i 50% hlutleysandi
eySuprofun. Blandan er h6fo 1 eina klukkustund vid 15 °C. Ur pessu verdur til sad.

Markmidid med pvi ad medhdndla allt s40 med motsermi gegn brisdrepsveiru (veiru sem finnst
sums stadar i Evropu 1 50% fisksyna) er ad koma i veg fyrir ad frumuskemmdir (CPE), sem stafa
af brisdrepsveiru, komi fram i frumurakt sem sad hefur verid i. betta styttir veirufraedilegu
rannsOknina og faekkar peim tilfellum par sem telja verdur ad frumuskemmdir séu hugsanleg
visbending um blédporraveiru.

begar syni eru ur framleidslueiningum sem alitnar eru lausar vid brisdrep er heimilt ad sleppa pvi
a0 medhondla sad med motsermi gegn brisdrepsveiru.

1.2.  Saning a frumurcekt

NII.2.1.

SHK-1-frumur (umsaning (pass) 80 eda undir) eda TO-frumur skulu reektadar 1 L-15-ati med 5%
nautgripafosturssermi, 2% (rammalshlutfall) 200 mM L-glitamini og 0,08% (rGmmalshlutfall)
50 mM 2-merkaptoetandli ur bokkum med 12 eda 24 brunnum. Heimilt er ad nota adrar
frumulinur med vidurkennda verkun og nemi fyrir einangrun blédporraveiru, ad teknu tilliti til
breytileika stofna og heefni mismunandi stofna til eftirmyndunar i mismunandi frumulinum.
Sviflausn tr liffeerum, medhondlud med motsermi, skal sad a nyja frumureekt i gddum vexti sem
gefur endanlega pynningu vefjarefnis i reektunareti sem er 1:1000. Fyrir hverja sviflausn r
liffeerum skal setja 40 pl af sadi i brunna med 2 ml af rektunareti. Til ad minnka hettuna a
vixlmengun er radlagt ad nota bakka med 12 eda 24 brunnum undir fisksyni fr& mismunandi
eldisstodvum.
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IL.3.

I11.4.

IILS.

111.2.2. { einn af bokkunum skal ekki sad heldur skal nota hann fyrir neikveedan samanburd. [ sérstakan
bakka fyrir jakvedan samanburd skal s40 med tilvisunareinangri med blodporraveiru, sem hér
segir. Sa0 skal i fyrsta brunninn eitt hundrad pl af stofnlausn blodporraveirunnar (lagmarkstitri
10’ TCIDso ml™") og blanda vel. Taka skal tiltekid magn af pessu efni ar fyrsta brunninum og
setja 1 annan brunn til ad nd pynningu sem er 1:10 og blanda vel. betta er endurtekid a 6llum
bakkanum til ad na sex tiféldum pynningum. Stofn blédporraveirunnar ma geyma vid —80 °C i
.a.m.k. tvo a en hafi hann pidnad verdur ad nota hann innan priggja daga. Athugasemd: Koma
skal i veg fyrir vixlmengun profunarbakka vid efni fyrir jakvaedan samanburd. Til ad fordast pa
hettu skal setja upp jakvadan samanburd og medhondla 4 annan hatt en profunarbakkana. .

I11.2.3. Syni skulu h6fd vid 14 + 2 °C { allt ad pvi 15 daga.

Smasjarskodun

Skoda skal frumurakt tvisvar med smasja til ad kanna frumuskemmdir, fimm til sj6 dogum og 12-14
dogum eftir saningu. Ef frumuskemmdir sjast i einhverju safnsyni skal pegar i stad hefja sanngreiningu
veira (II1.6). Hafi engar frumuskemmdir greinst 4 fjortanda degi skal vidhafa hemadsogsprofun
(haemadsorption test) (I11.4).

Hemadsog

Eftirmyndun blodporraveira 1 frumurekt leidir ekki alltaf til frumuskemmda. Pvi skal vidhafa
hemadsogsprofun i hverjum brunni, eins og lyst er hér 4 eftir, eda ad 6drum kosti IF-profun, eins og lyst
er i [I1.6.1, i hverjum brunni.

I1.4.1. Fjarlegja skal frumuraktareti Gr hverjum brunni, einnig peim sem eru fyrir jakvedan og
neikvaedan samanburd, og setja i merktar, sotthreinsadar pipur. I hvern brunn skal setja fimm
hundrud pl af 0,2% (rammalshlutfall) sviflausn ur pvegnum raudkornum 1r kaninu eda hrossi
eda 0,05% (rammalshlutfall) sviflausn Gr pvegnum raudkornum ur regnbogasilungi eda laxi og
reekta vid stofuhita i 45 minttur. Fjarleegja skal raudkornin og pvo hvern brunn tvisvar med L-
15-midli. Skoda skal hvern brunn i smasja.

I11.4.2. Klasi af raudkornum 4 yfirbordi SHK-1- eda TO-frumna benda til sykingar af ortomyxoveiru. Ef
hemadsogsprofun reynist jakvaed skal pegar i stad vidhafa sanngreiningarprofun fyrir veirur
(11L.6).

Reektun undirreekta eda umsaning

II.5.1 Umsaning fer fram fra 13. degi til 15. dags. Tvo hundrud tuttugu og fimm pl af floti ur raekt
skulu settir i brunn med nyjum SHK-1-frumum i gédum vexti i bokkum med 12 brunnum og
petta skal haft vid 14 + 2 °C i allt ad pvi 18 daga. Skoda skal frumuraktir tvisvar i smasja til ad
kanna frumuskemmdir, fimm til sjé dégum og 14 til 18 dégum eftir saningu. Ef frumuskemmdir
sjast 1 einhverju safnsyni skal pegar i stad hefja sanngreiningu veira (II1.6). Hafi engar
frumuskemmdir greinst & fjortanda til atjanda degi skal vidohafa hemadsogsprofun (111.4).

II1.5.2. Komi frumueiturhrif fram a fyrstu sjo dogum raektunar skal umséaning fara fram a pvi stigi og
frumurnar rektadar i 14-18 daga og sidan skal umsa peim aftur og rekta i 14-18 daga til
vidbotar. Komi frumueiturhrif fram eftir sj6 daga skal umsaning fara fram pegar i stad og
frumurnar raektadar par til samanlagdur reektunartimi fra frumsaningu er 28-36 dagar.

II1.5.3. Verdi bakteriusmitun i frumuraekt verdur ad endurtaka profun par sem notadur er vefjajafningur
sem geymdur er vid —80 °C. Fyrir saningu er vefjajafhingurinn skilinn i skilvindu vid 4000 x g i
30 minttur vid 0 til 6 °C og flotid siad med 0,22 pum siu. Verdi bakteriusmitun vid umsaningu
skal flotid siad med 0,22 um siu, sad a nyjar frumur og raektad i 14—18 daga til viobotar.
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111.6.  Profanir til sanngreiningar veira

Ef visbending um frumuskemmdir kemur fram & einhverju stigi eda hemadsogsprofun reynist
jakvaed skal gera profanir til sanngreiningar veira. Adferdir sem haegt er ad velja um til
sanngreiningar a blodporraveiru eru IF (II1.6.1) og vixlritakjarnsyrumdégnun (RT-PCR) (IV.
hluti). Ef talid er ad um adrar veirur sé ad raeda er radlagt ad gripa til annarra
sanngreiningarprofana fyrir veirur. Leidi profanirnar ekki til 6ruggrar sanngreiningar veirunnar 4
einni viku skal senda flotid til innlendrar tilvisunarrannsoknarstofu i fisksjukdomum eda til
tilvisunarrannsoknarstofu Evropusambandsins i fisksjikdomum til skjotrar sanngreiningar.

I11.6.1. Onamisflarskin (IF)

I.6.1.1.

11.6.1.2.

I111.6.1.3.

111.6.1.4.

SHK-1-frumur (umsaning 80 eda lagri) eda TO-frumur skulu raektadar i L-15-
@ti med 5% nautgripafosturssermi, 2% (rimmalshlutfall) 200 mM L-glatamini
0g 0,08% (raimmalshlutfall) 50 mM 2-merkaptdetanoli i bokkum med 24 eda 96
brunnum og notadar vid meira en 50% samrennsli. Einnig er heimilt ad nota
adrar frumulinur eda vaxtaraeti med vidurkennda verkun. I hvorn af tveimur
brunnum skal setja tvd hundrud tuttugu og fimm pl af floti ar peirri reekt, sem
talin er vera smitud af veiru, blanda og flytja 225 pl i adra tvo brunna, p.e.
pynning sem er 1:5. { tvo brunna til vibotar er ekki sad heldur eru peir notadir
til samanburdar. Syni ur hverri eldisst6d skulu medhondlud 4 adskildum
bokkum og pad sama gildir um samanburd fyrir veirur. Setja skal upp
veirusamanburd med tilvisunareinangri med blodporraveiru.

Bakkar skulu hafdir vid 14 + 2 °C og skodadir i smasja i allt ad pvi sjo daga.
begar fyrstu frumuskemmdir greinast, eda hafi engar frumuskemmdir greinst &
sjounda degi, skal neesta skref vera festing. Brunnarnir eru pa skoladir med PBS
og festir med pvi ad hafa pa med 80% asetoni i 20 minutur vid stofuhita.
Bakkarnir eru loftpurrkadir og litadir pegar i stad eda geymdir vid 0-6 °C i
mesta lagi i 24 klukkustundir fyrir litun.

Lita skal samhlida brunna med einstofna moétefni 3HO6F8 gegn blodporraveiru
eda 00ru einstofna motefni med vidurkennda verkun og sérhaefni, pynna i PBS
og hafa vid 37 £ 4 °C i 30 minutur. Fjarlaegja skal einstofna motefni med pvi ad
skola bakkana prisvar med 0,05% Tween 20 i PBS. FITC-merkt moétefni gegn
musa-IgG, er sett i hvern brunn, pynnt i PBS og haft vid 37 = 4 °C 1 30 minutur.
Athugasemd: finna skal heppilegustu pynningu Or mismunandi 16gnum
einstofna motefnis og FITC-merkts moétefnis & hverri rannsoknarstofu. Fjarlaegja
skal motefni med pvi ad skola bakkana prisvar med 0,05% Tween 20 i PBS.

Brunnana skal pegar i stad skoda i umhverfori smésja sem er gerd fyrir
flurljomssmasjarrannsokn med hentugri siu fyrir 6rvun 4 FITC. Profun telst vera
jakvaed ef i 1jos koma flarljomandi frumur. Til ad profun sé gild verda
nidurstodur Ur jakvaedum samanburdi ad vera jakvadar og ur neikvaedum
samanburdi verda nidurstddurnar ad vera neikvaedar.

IV. Rannsékn syna med vixlritakjarnsyrumognun (RT-PCR)

IV.1. [ pessum petti er Ijst tilskildum adferdum vid kjarnsyrumégnun a hluta af bit 8 af genamengi
blodporraveiru sem beita ma a fiskvef eda blodporraveiru i reekt

IV.1.1. RNA-utdréattur

a) RNAlater-geymslulausn er fjarleegd Gr hverju syni. [ hverja pipu skal setja 1 ml af
DEPC-medhondludu dH,O og hafa pipurnar i skilvindu vid 13 000 sntninga 4 minuatu i
fimm minutur vid 0-6 °C.

b)

¢)

Flotid skal tekid ur hverju syni og 800 pl TRIzol (Invitrogen) eda 60ru profefni, sem stadfest
er ad hefur jafnmikla eda meiri verkun, skal baett i hvert syni og samanburdarpipu med
videigandi samanburdarefni (400 pl dH,O eda nyrnajafhingur 0r tilteknum fiski sem er laus
vid sjukdomsvalda). Ef naudsyn krefur skal leysa upp vefina med pvi ad pipla pa margsinnis.
Pipurnar skulu hafdar vid stofuhita i fimm minGtur. I hverja pipu skal setja 160 pl
kloroforms, peer skal hrista kroftuglega 1 prjar minatur og skilja sidan i skilvindu vid 13 000
snininga 4 minGtu i 15 mindtur vid 0-6 °C.

Flytja skal efra vatnslagid i merkt 1,5 ml 6rvinduglas, sem inniheldur 500 pl isopropandl,
lata glosin standa i 10 minutur vid stofuhita og setja pau sidan i skilvindu vid 6500 sniininga
4 minutu i 15 minatur vid 0-6 °C.
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Iv.1.2.

IV.1.3.

IvV.14.

IV.1.5.

d) Fjarlegja skal flotid og bata 1 ml 75% etandls vido RNA-botnfallid sem hefur myndast.
Glosin skulu sidan sett 1 skilvindu og skilin vid 6500 snuninga 4 minutu i fimm minatur vid
0-6 °C.

e) Fjarlegja skal flotid og lata glosin standa opin i u.p.b. prjar minttur pannig ad pad sem eftir
er af etandlinu gufi upp. Beeta skal 15 pl af DEPC-medhondludu dH,O vid til ad koma
botnfallinu aftur i lausn og, ef naudsyn krefur, hrista drstutt { idublandara.

f) Nota skal litrofsmeeli til ad reikna ut RNA-styrk og hreinleika syna. Ljospéttni er meeld vid
260 og 280 nm.

g) RNA, sem 4 ad nota pegar i stad (sama dag), ma geyma til bradabirgda vid 0-6 °C. RNA,
sem ekki 4 a0 nota pegar i stad, skal geymt vio —80 °C.

Vixlritun (RT)

a) bPynna skal tvo pg RNA i DEPC-medhondludu dH,O i 1,5 ml rvinduglésum. Ef RNA-
styrkur synis er minni en svo ad unnt s¢ ad nota 2 pg i vixlritunarhvarfi skal nota svo mikid
RNA sem framast er unnt. Pynnt RNA skal haft vid 55-60 °C i tiu minttur.

b) Glos, sem innihalda RNA, skulu sidan sett 4 is og vixlritunarprofefnum beett vid til ad fa
endanlegan styrk sem er 1 x jafnalausn, ImM dNTPs, 100 ng slembivalin sexkirni (random
hexamers), 20 einingar RNasa-lati og 200 einingar MMLV-RT 1 heildarrammalinu 20 pl.

¢) Glosin skulu h6fd vid 37 °C i eina klukkustund.

d) Geyma skal cDNA vid 06 °C fram ad notkun og nota vid kjarnsyrumdgnun eins fljott og
unnt er.

Kjarnsyrumognun (PCR)

a) Beeta skal fimm pl cDNA vid 45 ul PCR-blondu til ad fa endanlega styrkleika sem er 1 x
jafnalausn, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM af hverju dNTP, 25 pmol af hverjum visi (primer) og 1
eining af Tag-pdlymerasa. Visar eru ISA+ (5'-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3")
(,,framvisir”, ,forward primer) og ISA- (5'-GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3")
(,,bakvisir®, ,reverse primer*). Setja skal upp neikveedan samanburd fyrir Gtdratt, vixlritun
og kjarnsyrumognun.

b) Setja skal glos i lotuhitara (thermocycler) sem er stilltur & 94 °C i fimm minttur, sidan 35
lotur &4 94 °C i eina minttu, 55 °C i eina minttu og 72 °C i eina minutu og i lokin skal hafa
glésin vid 72 °C i fimm minutur.

¢) Nidurstodur ur kjarnsyrumognun skulu metnar i kjolfar rafdrattar med 2% agardsageli sem er
litad med etidiumbromidi og med sterdarmerkjum medfram synum og neikvada
samanburdinum Ur vixlritun og kjarnsyrumdégnun. Ein stok afurd, sem erl5 Sbp, ar
kjarnsyrumdgnun telst visbending um tilvist RNA 0r blédporraveiru. Syni med einni afurd til
vidbotar, sem er 310 bp, skal einnig teljast innihalda RNA 0r blédporraveiru. Syni sem gefa
af sér margar afurdir ur kjarnsyrumégnun, p.m.t. minnst eina sem er u.p.b. 155 bp, kunna ad
innihalda RNA ur blédporraveiru. betta ma rannsaka frekar med pvi ad nota DNA-preifara
eda greina nukledtidarodina.

Stadfesting med kjarnsyrumdgnun a einangrun bléodporraveiru i vefjaraekt

Ef algerar frumuskemmdir hafa ordid vid veirufraedilega rannsokn 4 vefjasynum i SHK-1-
frumum skal taka 400 pl af floti ur bollanum og setja i daudhreinsada 1,5 ml pipu. Draga skal
RNA ut ar pessu syni, sbr. III.1, og beita vixlritakjarnsyrumdgnun. Ef notadar eru reektir par sem
frumuskemmdir eru ekki algerar skal fjarleegja flotid, skrapa frumurnar af yfirbordi brunnsins
eda floskunnar og setja i sotthreinsada 1,5 ml pipu fyrir RNA-utdratt og
vixlritakjarnsyrumognun.

Stadfesting 4 afurdum kjarnsyrumdgnunar med DNA-preifara

a) Meta ma sérhafni 155 bp afurdar kjarnsyrumdgnunar med preifun med fakirni sem
pattaparast vid svadi afurdarinnar Gr kjarnsyrumognuninni, innan visanna. Afurdirnar ur
kjarnsyrumdgnun skulu rafdregnar i 1% agardsageli medfram sterdarmerkjum og jakvaedum
og neikveedum samanburdi ur vixlritun og kjarnsyrumdégnun.
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IV.1.6.

b) DNA  skal  sudurprykkt  (Southern  blotted) og  merkta  fakirnido  (5'-
CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGA AGGTG-3") haft med himnunni ad loknum
videigandi skrefum i forpattaporun.

¢) Obundnir preifarar og preifarar, sem ekki eru bundnir sértzekt, skulu pvegnir af himnunni og
bundnir preifarar gerdir synilegir.

d) Preifari, bundinn vid bat sem er 155 bp (og 310 bp ef slikur batur finnst) er sénnun a
sérhaefni PCR og visbending um ad RNA ur blodporraveiru fyrirfannst i syninu.

Greining 4 nukled6tidarod afurda kjarnsyrumdgnunar

Haegt er ad meta sérhafni kjarnsyrumognunar med pvi ad rannsaka nikleotidar6d 155 bp afurdar
kjarnsyrumdgnunar.

a) Hreinsa skal agardsagel eda -lausn af afurdum kjarnsyrumognunar.

b) Radgreina skal butinn med pvi ad nota somu visa og voru notadir i kjarnsyrumdégnunar- eda
genaferjuvisunum ef klénad er i genaferju fyrir radgreiningu.

c) Bera skal ntkleotidrodina saman vid rodina i but 8 hja blédporraveiru, sem liggur fyrir i
EMBL-gagnabankanum yfir niikleotidaradir (vorslunimer Y 10404, AJ012285, AJ242016).

d) Tilvist radar sem samsvarar rodinni i bat 8 hja blédporraveiru er sénnun pess ad synid
innihélt RNA ur blodporraveiru.

V. Rannsokn a nyrnaprykkjum med obeinni flirskinsmétefnapréfun (IFAT)

V.1

V.2.

V..

Eftirfarandi  adferdarlysing hefur verid samin fyrir rannsékn a nyrnaprykkjum med obeinni
flurskinsmotefnaprofun

brykk undirbuin og litud

V.2.1.

V.22.

Synisgler skulu fest i asetoni eda metandl/asetoni (1:1) i prjar minatur og loftpurrka. Hvert
synisgler skal skodad adur en litun fer fram og videigandi svaedi 4 synisglerinu afimarkad med
ImmEdgeTM-penna, eda apekkum merkipenna, og sidan loftpurrkad. Ad pvi loknu eru
synisglerin sett i blokklausn (6% undanrenna i PBS sem inniheldur 0,2% Tween 20) og h6fd vid
veaegan hristing i 30 mindtur vid stofuhita. Vokvi er latinn renna af hverju synisgleri og pvi komid
larétt fyrir i synisglerjakassa med vaettum pappir sem heldur andramsloftinu roku.

bekja skal hvert prykk med lausn ur einstofna moétefni 3HO6F8 gegn blodporraveiru (eda 6dru
einstofna motefni med vidurkennda verkun og sérhaefni), sidan skal loka synisglerjakassanum og
hafa vid hristing i 60 minatur vid stofuhita. Motefnid skal ad 6llu jofnu pynnt i hlutfalli fra 1:10
til 1:100 i 1% undanrennu en pynninguna parf i reynd ad akvarda fyrir hverja 16gn. Synisglerin
skulu pvegin prisvar i tvaer minttur i PBS sem inniheldur 0,1% Tween 20. bekja skal hvert prykk
med lausn sem inniheldur FITC-merkt motefni Gr geit gegn mus, pynnt 1:1000 i 1% undanrennu,
og hafa vio stofuhita og raka i 60 mintitur. Synisglerin skulu pvegin prisvar i tveer minttur i PBS
sem inniheldur 0,1% Tween 20. bekja skal hvert synisgler med CITIFLUOR™-lausn (500 pl
CITIFLUOR™, sem er bléndud med 1,5 ml 0,1% (rammalshlutfall) Tween 20 i PBS) eda 6dru
heppilegu steypiefni i 10 minutur. Synisglerin skulu pvegin prisvar i PBS sem inniheldur 0,1%
Tween 20. Ef porf er 4 motlitun ma pekja hvert prykk med propidiumjodidi (0,01 mg/ml) i PBS,
sem inniheldur 0,1% Tween 20, og hafa i prjar minttur vid stofuhita. Synisglerin skulu pvegin
prisvar i tveer minatur i PBS sem inniheldur 0,1% Tween 20. Vokvi er latinn renna af hverju
synisgleri og pad haft i CITIFLUOR™ eda 60ru hentugu steypiefni Synisglerin skulu geymd i
myrkri vid 4 °C 4dur en smasjarrannsokn fer fram.

Rannsokn par sem notud er flurljomandi smasjarrannsokn

Skoda skal hvert synisgler i smasja, sem hentar til epi-flarljomunar, med hentugri siu sem 6rvar FITC
pannig ad pad gefur fra sér hid einkennandi, graena flarskin. Allir reitir 4 sveedum, sem eru afmorkud med
ImmEdge™-pennanum, skulu skodadir med x 10 og x 20 hlutlinsum og grunsamleg svadi (pau sem eru
med graenu flurskini) skulu skodud nanar med x 40 hlutlinsu og fasa-/flurljomandi lysingu til ad tryggja
a0 flarlitunin tengist frumum. Hnitin fyrir grunsamlegu svadin skulu skrad med tilliti til pess ad annar
athugandi muni sidar stadfesta edli flirljomunarinnar. A9 lokinni skodun fyrsta athuganda skal annar
athugandi skoda aftur pau synisgler sem eru jakvaed eda grunsamleg og skulu nidurstodur stadfestar.
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V.4.  Samanburdur

Va4.l.

V.i4.2.

V.4.3.

brenns konar samanburdur skal hafour fyrir hvert sett synisglerja sem eru litud vegna dbeinnar
flarskinsmétefnaprofunar:

— nyrnaprykk af 6syktum laxi (neikveedur samanburdur),
— Osykt SHK-1-frumuraekt eda 6nnur smitnem frumurakt (neikvaedur samanburdur),

— SHK-1-frumurakt, sykt af blodporraveiru, eda Onnur smitnem frumuraekt (jakvaedur
samanburdur).

Ef nyrnaprykk af laxi, smitudum af blédporraveiru, er tiltekt er maelt med pvi ad pad sé notad
fyrir frekari jakvaedan samanburd.

Ef jakvadar nidurstodur fast Gr neikvedum samanburdi telst profunin vera ogild fyrir 61l
synisglerin i pvi setti. Ef 611 synisgler i tilteknu setti, p.m.t. jakveeOur samanburdur, eru neikvad
telst profunin vera ogild & 6llum synisglerjunum i pvi setti. I peim tilvikum par sem
misheppnadur samanburdur leidir til pess ad sett af synisglerjum verdur 6gilt skal eydileggja pau
synisgler og endurtaka profunina og nota pau prykk sem voru hofo til vara.

V.5.  Rannsokn a 60rum vefjum

bessari taekni er hagt ad beita 4 adra fiskvefi, s.s. r lifur, milta og hjarta, svo framarlega sem heagt er ad
setja naegilegt magn af pelfrumum, hvitkornum eda eitilfrumum & synisglerid. Litunaradferdin skal vera
su sama fyrir hvern vef, enda pott pad geti verid hentugra ad sleppa litun med propidiumjodidi fyrir suma
vefi og nota pess i stad fasalysingu (phase contrast illumination) til ad sanngreina paer frumugerdir sem
finnast i prykkinu.

VI. VEFJAFRADI

Rannséknarsyni, sem eru steypt i paraffin, eru skorin i 5 um pykkar sneidar og litud med hematoxylini og edsini.
Vefjabreytingum, sem tengjast blodporra, er lyst 1 gildandi utgafu  greiningarhandbokar
Alpjodadyraheilbrigdisstofnunarinnar (International Office of Epizootics (OIE)) um sjukdoma i lagardyrum.

VII.Skammstafanir

cDNA
CPE
DEPC
dNTP
FITC

IF

IFAT
OIE
IPN(V)
ISA(V)
PBS
RNA
RT-(PCR)
SHK-1
TCIDso

samfallandi deoxyribdsakjarnasyra

frumuskemmdir (cytopathic effect)

dietylpyrokarbonat

deoxynukledtidprifosfat

is6piosyanat i flurskinslausn

onaemisflirskin (immunofluorescence)

obein flurskinsmotefnaprofun

Alpjoédadyraheilbrigdisstofnunin

smitnaemt drep 1 brisi (veira)

blodporri (veira)

fosfatstillt saltlausn

ribosakjarnsyra

vixlritakjarnsyrumdgnun (reverse transcriptase (polymerase chain reaction))
nyrnafrumur r laxi

smitandi skammtur vefjaraektar vid 50% endapunkt (tissue culture infective dose at the 50 %
end point)



