764.

Na osnovu €lana 54 stav 6, ¢lana 79 stav 6, ¢lana 82 stav 3 i ¢lana 90 stav 3 Zakona o
veterinarstvu ("Sluzbeni list CG", broj 30/12), Ministarstvo poljoprivrede i ruralnog razvoja,
donijelo je

PRAVILNIK
O MJERAMA ZA SPRJECAVANJE POJAVE, OTKRIVANJE, SUZBIJANJE |
ISKORJENJIVANJE EGZOTICNIH | NEEGZOTICNIH BOLESTI VODENIH ZIVOTINJA |
ZDRAVSTVENIM USLOVIMA ZA NJIHOVO STAVLJANJE U PROMET*

Predmet
Clan1
Ovim pravilnikom propisuju se mjere za sprjeCavanje pojave, otkrivanje, suzbijanje i
iskorjenjivanje egzoti¢nih i neegzoti¢nih bolesti vodenih Zivotinja i zdravstveni uslovi koji se
primjenjuju na proizvodnju, preradu i stavljanje u promet proizvoda tih Zivotinja
namijenjenih ishrani ljudi.

Definicija vodenih zivotinja
Clan 2
Vodene zivotinje su:
1) ribe iz nadrazreda Agnatha i razreda Chondrichthyes i Osteichthyes;
2) mekusci koji pripadaju kolu Mollusca,;
3) rakovi koji pripadaju potkolu Crustacea.

Egzoti¢ne i neegzoti¢ne bolesti
Clan 3
Egzoti¢ne i neegzoticne bolesti vodenih Zivotinja date su u Prilogu 1 koji je sastavni dio
ovog pravilnika.

Primjena
Clan 4

Ovaj pravilnik ne primjenjuje se na:

a) ukrasne vodene Zivotinje koje se uzgajaju u nekomercijalne svrhe;

b) slobodnozivece vodene Zivotinje koje su sakupljene ili izlovljene radi njihovog
direktnog uno$enja u lanac ishrane;

c) vodene Zivotinje koje su ulovljene, radi proizvodnje ribljeg brasna, hrane za ribe,
ribljeg ulja ili slinih proizvoda;

d) ukrasne vodene Zivotinje koje se drze u prodavnicama kucnih ljubimaca, vrtnim
centrima, vrtnim ribnjacima, komercijalnim akvarijumima ili u veleprodajama ako:

- nemaju nikakav direktan kontakt sa otvorenim vodama; ili

- imaju sistem obrade otpadnih voda kojim se rizik od prenoSenja bolesti u otvorene
vode smanjuje na prihvatljiv nivo.

Znacenje izraza
Clan 5
Izrazi upotrijebljeni u ovom pravilniku imaju sljedeéa znacenja:
1) akvakultura je uzgoj ili kultivacija vodenih organizama primjenom tehnike Cciji je cilj
povecanje vodenih Zivotinja iznad mogucénosti koje pruzaju prirodni uslovi Zivotne sredine,



koji su u vlasnistvu jednog ili vise fizickih ili pravnih lica u svim fazama uzgoja ili kultivacije
ukljuCujuci sakupljanje/izlov;

2) zivotinja akvakulture je svaka vodena Zivotinja u svim fazama razvoja, uklju€ujuci
ikru i mlijeC¢/gamete, koja se uzgaja u uzgajalitu ili u podru€ju uzgoja mekusaca,
ukljuCujuci sve vodene zivotinje iz prirode koje su namijenjene unoSenju u uzgajaliste ili
podrucje uzgoja mekusaca;

3) poslovanje akvakulturom je svaka aktivnost profitabilna ili neprofitabilna, javna ili
privatna, koja obuhvata uzgoj, drzanje ili kultivaciju zivotinja akvakulture;

4) subjekat u poslovanju akvakulturom je fizi¢ko ili pravno lice koje je odgovorno za
uzgoj i kultivaciju vodenih zZivotinja koje se uzgajaju u akvakulturi;

5) odobreni objekat za preradu je objekat u kojem se vrsi prerada vodenih Zivotinja
akvakulture namijenjenih ishrani ljudi i koji je upisan u Registar odobrenih objekata;

6) uzgajaliste je prostor, ogradeno podrucje ili sistem akvakulture u kojem se uzgajaju
vodene Zivotinje, radi njihovog stavljanja na trziste, osim prostora, ogradenoh podrucja ili
sistema u kojima se sakupljaju ili izlovljavaju slobodnoziveée vodene Zivotinje namijenjene
za ishranu ljudi i koje se u tim objektima drze prije klanja, bez hranjenja;

7) podrucje za uzgoj mekusaca je podruCje u kojem se vrSi uzgoj mekusaca ili
podru¢je u kojem se vrSi ponovno polaganje mekuSaca u kojem se sprovode
biosigurnosne mjere;

8) ukrasna vodena zivotinja je vodena zivotinja koja se drzi, uzgaja ili stavlja na
trziste isklju€ivo u ukrasne svrhe;

9) stavljanje na trziste je prodaja, uklju€ujuci i ponudu za prodaju na prodaju ili drugi
oblik prenosa sa ili bez naknade, uklju€ujuci i svako premjestanje Zivotinja akvakulture;

10) proizvodno podruc¢je za mekusce je slatkovodno, morsko, estuarsko,
kopneno ili podrucje lagune u kojem se nalaze prirodna staniSta mekus$aca ili mjesta koja
se koriste za uzgoj mekusaca iz kojih se mekusci sakupljaju/izlovljavaju;

11) ribolovno podrucje u kojem se sprovodi organizovano poribljavanje, radi
rekreativnog ribolova (putt and take fisheries) je ribnjak ili drugi vodeni sistem u kojem se
populacija odrzava isklju€ivo poribljavanjem Zzivotinjama akvakulture, radi sportsko-
rekreativnog ribolova;

12) podrucje za ponovno polaganje mekusaca je slatkovodno, morsko,
estuarsko ili podru€je lagune za prirodno preciS¢avanje zivih mekuSaca Cije su granice
oznacene bovama, stubovima ili drugim oznakama;

13) slobodnozive¢a vodena zivotinja je vodena Zivotinja koja se ne uzgaja u
akvakulturi;

14) klanje je usmréivanje vodenih zivotinja za ishranu ljudi;

15) kompartment je jedno ili viSe uzgajalista pod zajedniCkim biosigurnosnim

sistemom Kkoji sadrzi populaciju vodenih Zivotinja sa posebnim zdravstvenim statusom u
odnosu na specifi¢nu bolest;

16) zajednicki biosigurnosni sistem je sistem u kojem se primjenjuju iste mjere
u svrhu nadzora zdravstvenog statusa vodenih Zivotinja, sprje€avanja i kontrole bolesti;
17) podrucje u kojem se sprovode mjere za suzbijanje bolesti je podrucje oko

zarazenog uzgajalista ili podrucja za uzgoj mekusaca na kojem se primjenjuju mjere
kontrole bolesti, radi sprijeCavanja njenog Sirenja;

18) bolest je klinicka ili inaparentna infekcija vodenih Zivotinja povezana sa
prisutnoscu jednog ili viSe etioloskih uzro¢nika bolesti;
19) zone ili kompartmenti slobodni od bolesti su zone ili kompartmenti koji su

proglaseni slobodnim od bolesti u skladu sa ¢lanom 27 ovog pravilnika;



20) nova bolest je novootkrivena bolest, sa utvrdenim ili jo§ uvijek neutvrdenim
uzrokom, koja se moze Siriti unutar ili izmedu populacija, na primjer trgovinom vodenim
zivotinjama i/ili proizvodima porijeklom od vodenih Zivotinja;

21) epidemioloska jedinica je grupa vodenih Zivotinja koje su priblizno jednako
izloZene riziku od uzro¢nika bolesti u odredenom podrucju, koji moze postojati zbog toga
Sto Zivotinje Zive u istom vodenom okruzenju ili zbog upravljanja koje omogucava brzo
Sirenje uzro¢nika bolesti iz jedne grupe zivotinja u drugu;

22) odmor je postupak koji se preduzima za uklanjanje Zivotinja akvakulture
prijemcivih na bolest koja se suzbija ili za koje je poznato da mogu prenositi uzro¢nika te
bolesti i vode u kojoj su zZivotinje Zivjele, prema potrebi;

23) dalja prerada je prerada Zivotinja akvakulture prije njihove upotrebe za
ishranu ljudi bilo kojom mjerom i tehnikom kojom se utiCe na anatomsku cjelovitost tih
zivotinja, kao $to su iskrvarenje, uklanjanje utrobe/evisceracija, uklanjanje glave, filetiranje
i rezanje na komade, pri ¢emu nastaje otpad ili nus proizvodi i pri €¢emu bi moglo doci do
rizika od Sirenja bolesti;

24) poveéano uginuc¢e je neobjasSnjivo uginuée iznad nivoa koji se smatra
normalnim za to uzgajaliste ili podrucje za uzgoj mekusaca u uobicajenim okolnostima;

25) infekcija je prisustvo uzroCnika bolesti u fazi razmnozavanja, razvoja ili u
latentnoj fazi u ili na domacinu;

26) zarazena zona ili kompartment je zona ili kompartment u kojoj se pojavila
zaraza,

27) karantin je drzanje grupe vodenih Zivotinja u izolaciji na nacin da ne dolaze u

direktni ili indirektni kontakt sa drugim vodenim Zivotinjama, radi njihovog posmatranja
odredeno vrijeme, kao i testiranje i lijeCenje, ukljuujuéi i odgovarajuéu obradu otpadnih
voda;

28) prijeméiva vrsta je vrsta kod koje se pokazala infekcija uzro¢nikom bolesti
prirodnim putem ili eksperimentalnom infekcijom;

29) vektor je vrsta koja nije prijemciva na bolest, ali koja mozZe da Siri infekciju
prenoseci uzroCnika sa jednog domacina na drugog;

30) zona je odredeno geografsko podrucje sa homogenim hidroloSkim sistemom
koji obuhvata dio slivnog podru€ja od izvora do prirodne ili vjeStaCke prepreke koja
sprje€ava uzvodnu migraciju vodenih Zivotinja iz donjih dijelova slivnog podrudja, ili cijelo
slivnho podrucje od izvora do us¢a, ili viSe slivnih podrucja, uklju€ujuci njihova uséa, koja su
medusobno epidemioloski povezana preko usca.

Mjere u sluéaju sumnje na prisustvo egzoti¢nih ili neegzoti¢nih bolesti vodenih
zivotinja
Clan 6

U slu€aju sumnje na egzotiCnu ili neegzotiCnu bolest iz Priloga 1 ovog pravilnika
uzimaju se odgovarajuci uzorci za laboratorijska ispitivanja.

Do dobijanja rezultata ispitivanja iz stava 1 ovog ¢lana:

1) uzgajaliste ili podrucje za uzgoj mekusaca u kojem se sumnja na prisustvo egzoti¢ne
ili neegzoti¢ne bolesti stavlja se pod sluzbeni nadzor i sprovode se odgovarajuée mjere za
kontrolu radi sprieCavanja Sirenja bolesti na druge vodene Zivotinje;

2) zivotinje akvakulture ne smijuu napustiti niti u¢i u zahvaceno uzgajaliste ili podrucje
za uzgoj mekuSaca u kojem se sumnja na prisustvo bolesti, osim u slu€aju odobrenja
veterinarskog inspektora;

3) vrsi se epizootiolosko ispitivanje.



Epizootiolosko ispitivanje
Clan 7

Epizootiolosko ispitivanje sprovodi se ako se potvrdi prisustvo egzoticnih ili neegzoticnih
bolesti vodenih Zivotinja.

Epizootioloskim ispitivanjem vrsi se:

a) utvrdivanje moguceg porijekla i naCina kontaminacije;

b) utvrdivanje da li su zZivotinje akvakulture napustile uzgajaliste ili podrucje za uzgoj
mekusaca tokom odredenog perioda prije prijavljivanja sumnje iz ¢lana 6 stav 1 ovog
pravilnika;

c¢) utvrdivanje da li su druga uzgajalista bila zarazena.

Kada se epizootioloSkim ispitivanjem utvrdi da je egzoti¢na ili neegzoticna bolest
unesSena u jedno ili vise uzgajalista, podru€ja za uzgoj mekusaca ili u otvorene vode, na
tim uzgajalistima, podrucjima za uzgoj mekusaca ili otvorenim vodama preduzimaju se
mjere iz ¢lana 6 ovog pravilnika.

U slucaju velikih slivnih podrucja ili obalskih zona, moZze se ograniciti primjene mjera na
podrucje u blizini uzgajalista ili podru€ja za uzgoj mekuSaca za koje se sumnja da je
zarazeno, pod uslovom da se bolest nece Siriti.

Ukidanje mjera
Clan 8
Ukoliko se laboratorijskim ispitivanjem utvrdi da nema prisustva egoziticnih i
neegzoticnih bolesti vodenih Zivotinja ukidaju se mjere iz ¢lana 6 stav 2 ovog pravilnika.

Mjere koje se preduzimaju u slu€aju potvrdivanja egzoti€nih bolesti vodenih
zivotinja
Clan 9

Ukoliko se potvrdi egzoti¢na bolest vodenih zivotinja, preduzimaju se sljedeée mjere:

a) uzgajalista ili podruc€je za uzgoj mekusaca se proglasava zarazenim;

b) oko uzgajalista ili podru€ja za uzgoj mekuSaca koje je proglaSeno zarazenim
uspostavlja se zarazeno i ugrozeno podrucje u kojem se sprovode odgovaraju¢e mjere za
suzbijanje te bolesti;

c) zabrana poribljavanja i premjesStanja vodenih Zzivotinja bez odobrenja veterinarskog
inspektora; i

d) druge mjere za sprijeCavanje daljeg Sirenja bolesti.

Izlov i dalja prerada vodenih Zivotinja iz zarazenog podrucja
Clan 10

Vodene Zivotinje akvakulture iz zaraZzenog podru€ja koje su dostigle komercijalnu
veliCinu i ne pokazuju kliniCke znake bolesti mogu se pod nadzorom veterinarskog
inspektora izlovljavati za ishranu ljudi ili za dalju preradu.

Izlov, unoSenje u objekte za dalju otpremu, preciS¢avanje, dalju preradu i druge
aktivnosti koje su povezane sa pripremom zivotinja akvakulture za unoSenje u lanac
ishrane, treba da se obavljaju u uslovima koji sprjeCavaju Sirenje bolesti.

Objekti iz stava 2 ovog ¢lana, treba da budu opremljeni sistemom za preradu otpadnih
voda kojim se inaktivira uzroCnik bolesti ili se otpadne vode preraduju na neki drugi nacin
kojim se rizik od prenoSenja bolesti u prirodne vode smanjuje na prihvatljiv nivo.



Uklanjanje i unistavanje
Clan 11
Uginula riba i rakovi, Ziva riba i rakovi koji pokazuju klinicke znake bolesti i Zivotinje koje
nijesu postigle komercijalnu veli€inu i ne pokazuju klinicke znake bolesti nesSkodljivo se
uklanjaju i unistavaju pod nadzorom veterinarskog inspektora.

Dezinfekcija
Clan 12
Na zarazenim uzgajalistima ili podru¢jima za uzgoj mekuSaca nakon njihovog
praznjenja, po potrebi vrsi se CiS¢enje i dezinfekcija.
Na uzgajalistima i podrucijima iz stava 1 ovog €lana, preduzimaju se potrebne mjere
kako bi se sprijeCilo Sirenje bolesti na druge vodene Zivotinje.

Ukidanje mjera za suzbijanje egzoti€ne bolesti
Clan 13
Mjere iz Clana 9 ovog pravilnika sprovode se:
a) dok se ne iskorijeni egzoti¢na bolest;
b) dok se u podrucju u kojem se preduzimaju mjere za suzbijanje bolesti ne sprovede
uzorkovanje, sa potvrdenim negativnim rezultatima.

Mjere koje se preduzimaju u slu€aju potvrdivanja neegzoti¢nih bolesti vodenih
zivotinja
Clan 14

Ukoliko se potvrdi neegzoti¢na bolest vodenih Zivotinja, sprovode se mjere iz ¢l. 9 do 13
ovog pravilnika ili mjere za iskorjenjivanje bolesti, prema programu iz ¢lana 25 ovog
pravilnika.

U slu€aju primjene mjera iz stava 1 ovog Clana, vodene zivotinje koje nijesu dostigle
komercijalnu veliCinu mogu se uzgajati do dostizanja komercijalne veli€ine prije klanja za
ishranu ljudi ili premjestati u drugo zarazeno podrudje ili kompartment, pod uslovom da se
preduzimaju mjere za smanjenje i sprijeCavanje daljeg Sirenja bolesti.

Mjere za suzbijanje neegzoti€ne bolesti
Clan 15

Kada se potvrdi prisustvo neegzotiCne bolesti u zoni ili kompartmentu koji nijesu
proglaseni slobodnim od te bolesti preduzimaju se mjere za sprjeCavanje Sirenja
neegzoticne bolesti i to:

a) proglasavanje uzgajalista ili podruc¢ja za uzgoj mekusaca zarazenim;

b) uspostavljanje podru€ja u kojem se sprovode odgovarajuée mjere za suzbijanje te
bolesti oko uzgajalista ili podru€ja za uzgoj mekuSaca koje je proglaSseno zaraZenim,
uklju€ujuci zarazeno i ugrozeno podrucje;

c) ograniCavanje premjestanja Zivotinja akvakulture iz podru¢ja u kojem se sprovode
mjere za suzbijanje bolesti, na nacin da se zivotinje mogu iskljucivo:

1) unositi u uzgajaliste ili podrucje za uzgoj mekusaca u skladu sa ¢lanom 17 ovog
pravilnika, ili

2) izlovljavati i klati za ishranu ljudi u skladu sa ¢lanom 10 ovog pravilnika;

d) uklanjanje i unistavanje uginulih riba i rakova, neSkodljivo pod nadzorom
veterinarskog inspektora.



Mjere koje se preduzimaju u slu€aju potvrdivanja egzoti€nih ili neegzoti¢nih bolesti
kod slobodnozivecih vodenih zivotinja
Clan 16
Kada se posumnija ili potvrdi na egzoti¢nu ili neegzoticnu bolest kod slobodnozivecih
vodenih zZivotinja preduzimaju se mjere za smanjenje i sprije€avanje daljeg Sirenja bolesti.

Premjestanje zivotinja akvakulture koje su namijenjene za uzgoj
Clan 17
Zivotinje akvakulture koje su namijenjene za uzgoj, mogu se premjestati na nadin
utvrden Prilogom 2 koji je sastavni dio ovog pravilnika.

Zahtjevi za sprjec¢avanje bolesti tokom prevoza
Clan 18

Tokom prevoza Zivotinja akvakulture:

a) primjenjuju se mjere za sprjeCavanje bolesti kako ne bi doSlo do promjene
zdravstvenog statusa tih Zivotinja tokom prevoza i kako bi se smanijio rizik od Sirenja
bolesti;

b) se prevoze pod uslovima koji ne mijenjaju njihov zdravstveni status i ne ugrozavaju
zdravstveni status odredista i po potrebi mjesto tranzita.

Zamjena vode tokom prevoza, treba da se obavlja na mjestima i pod uslovima koji ne
ugrozavaju zdravstveni status:

a) Zzivotinja akvakulture koje se prevoze;

b) vodenih zZivotinja na mjestu zamijene vode; i

c) vodenih Zivotinja na mjestu odredista.

Zivotinje akvakulture namijenjene za uzgoj i poribljavanje
Clan 19
Zivotinje akvakulture koje se stavljaju na trziste za uzgoj:
a) moraju da budu Klini¢ki zdrave;
b) ne treba da potiCu iz uzgajalista ili podru€ja za uzgoj mekusaca u kojima postoji
povecano uginuce Zivotinja.
Zivotinje akvakulture koje su namijenjene za uniStavanje ili usmréivanje u skladu sa
mjerama za suzbijanje bolesti ne mogu se stavljati na trziste za uzgoj ili poribljavanje.
Zivotinje akvakulture mogu se pustiti u prirodu jedino za poribljavanje ili u ribolovne
vode u kojem se sprovodi organizovano poribljavanje, radi rekreativnog ribolova (putt and
take fisheries) ako:
a) ispunjavaju uslove iz stava 1 ovog €lana;
b) potiCu iz uzgajalista ili podru€ja za uzgoj mekuSaca koji ima zdravstveni status u
skladu sa Prilogom 2 ovog pravilnika, ili je jednak zdravstvenom statusu voda u koje se te
Zivotinje pustaju.

Unosenje zivotinja akvakulture prijem¢ivih na egzoti¢ne i neegzoti¢ne bolesti u
uzgajalista ili podrucja koja su slobodna od te bolesti
Clan 20
Zivotinje akvakulture prileméive na egzotiéne i neegzotiéne bolesti, mogu se unositi radi
uzgoja ili poribljavanja u zonu ili kompartment koji je proglasen slobodnim od odredene
bolesti ako poticu iz zemlje, zone ili kompartmenta koji su slobodni od te bolesti.



Zivotinje akvakulture i njihovi proizvodi koji se stavljaju na trziste radi dalje prerade
prije upotrebe za ishranu ljudi
Clan 21
Zivotinje akvakulture koje su prijeméive na jednu ili vise neegzotiénih bolesti iz
Priloga 1 ovog pravilnika i njihovi proizvodi, mogu se staviti na trziste radi dalje prerade u
zoni ili kompartmentu koji je proglasen slobodnim od tih bolesti ako ispunjavaju jedan od
sljedecih uslova:
a) poti€u iz zemlje, zone ili kompartmenta koji je proglasen slobodnim od odredene
bolesti;
b) ako su preradeni u odobrenom objektu za preradu, pod uslovima koji sprjeCavaju
Sirenje bolesti;
c) da je riba zaklana i eviscerirana prije otpreme;
d) da su su mekusci i rakovi otpremljeni kao nepreradeni ili preradeni proizvodi.
Zivotinje iz stava 1 ovog &lana mogu se privremeno skladisti na mjestu prerade ako:
a) poti€u iz zemlje, zone ili ili kompartmenta koji je proglasen slobodnim od te bolesti; ili
b) ako se privremeno drze u otpremnim centrima, centrima za preciS¢avanje ili sli¢nim
objektima koji su opremljeni sistemom za preradu otpadnih voda kojim se inaktivise
patogen koji izaziva tu bolest ili u kojima se otpadne vode preraduju na neki drugi nacin
kojim se opasnost od prenoSenja bolesti u prirodne vode smanjuje na prihvatljiv nivo.

Zivotinje akvakulture i njihovi proizvodi koji se stavljaju na trziste za ishranu ljudi
bez dalje prerade
Clan 22
Zivi mekusci i rakovi koji su prijeméivi na bolesti iz Priloga 1 ovog pravilnika, a koji se
privcemeno polazu u vode ili unose u otpremni centar, centar za precCiS¢avanje ili slicne
objekte, treba da ispunjavaju uslove iz ¢lana 21 ovog pravilnika.

Slobodnoziveée vodene zivotinje
Clan 23
SlobodnoZiveée vodene Zivotinje koje su prijemcive na jednu ili viSe bolesti iz Priloga 1
ovog pravilnika, koje su ulovljene u podrucju ili kompartmentu, koje nije slobodno od tih
bolesti, prije pustanja u uzgajaliste ili podru€je za uzgoj mekusaca koje je proglaseno
slobodnim od tih bolesti treba da se drze u karantinu pod nadzorom veterinarskog
inspektora sve dok se opasnost od prenosenja bolesti ne smaniji na prihvatljiv nivo.

Stavljanje na trziSte ukrasnih vodenih zivotinja
Clan 24
Ukrasne vodene Zivotinje mogu se stavljati na trZiSte pod uslovom da ne ugrozavaju
zdravstveno stanje vodenih Zivotinja.

Program nadzora i iskorjenjivanja bolesti
Clan 25

Neegzoti€ne bolesti prate se na osnovu programa nadzora, programa za dobijanje
zdravstvenog statusa ,slobodan od bolesti“ i programa za iskorjenjivanja bolesti.

U zavisnosti od procjene rizika odreduje se u€estalost nadzora nad zdravljem zivotinja,
u skladu sa Prilogom 5 koji je sastavni dio ovog pravilnika.

Program nadzora i iskorjenjivanja bolesti ima za cilj utvrdivanje:

a) svakog povecanog uginuc¢a na svim uzgajaliStima i podrucjima za uzgoj mekusaca, u
zavisnosti od vrste proizvodnje; i



b) bolesti iz Priloga 1 ovog pravilnika na uzgajalistima i podrucjima za uzgoj mekusaca
u kojima se nalaze vrste prijemcive na te bolesti.

Status slobodan od bolesti
Clan 26

Zona ili kompartment u pogledu zdravstvenog stanja zivotinja akvakulture u odnosu na
bolesti iz Priloga 1 ovog pravilnika razvrstavaju se u slijedece kategorije zdravstenog
statusa:

1) kategorija I: ,slobodan od bolesti;

2) kategorija Il:“sprovodenje programa nadzora radi dobijanja statusa slobodan od
bolesti (program nadzora)®;

3) kategorija lll:“nepoznat”

4) kategorija IV:“ sprovodenje programa iskorjenjivanje bolesti (program nadzora)®;

5) kategorija V:“zarazen®.

Promet izmedu zona ili kompartmenta vrSi se u skladu sa Prilogom 2 ovog pravilnika.

Uslovi za dobijanje statusa ,,slobodan od bolesti*

Clan 27
Zona ili kompartment moze steci status ,slobodan od bolesti“ ako:
a)u zoni ili kompartmentu nije prisutna ni jedna vrsta vodenih Zivotinja koja je

prijemciva na tu bolest; ili

b) se zna da patogen ne bi mogao da preZivi u toj zoni ili kompartmentu ili njihovim
vodenim resursima,;

c) zona ili kompartment ispunjava uslove iz Priloga 3 koji je sastavni dio ovog
pravilnika.

Uzimanje uzoraka i dijagnosticke metode za otkrivanje i potvrdivanje virusne
hemoragi¢ne septikemije i zarazne hematopoetske nekroze vodenih Zivotinja i bonamioze
i martelioze kod meku$aca dati su u Prilogu 4 koji je sastavni dio ovog pravilnika.

Suspendovanje i obnavljanje statusa slobodnog od bolesti
Clan 28

Ako postoji opravdana sumnja da neki od uslova na osnovu kojih je dobijen statusa
,Slobodnog od bolesti“ nije ispunjen, obustavlja se promet prijemcivih vodenih Zivotinja i
vektorskih vrsta u zone ili kompartmente kojima imaju status ,slobodan od bolesti“ i
sprovode mjere iz ¢l 6 do 8 i €l. 14 i 15 ovog pravilnika.

Ako epizootiolosSko ispitivanje iz ¢lana 7 ovog pravilnika potvrdi da sumnja iz stava 1
ovog Clana nije opravdana, status ,slobodan od bolesti zone ili kompartmenta se
obnavlja.

Ako se epizootiolosko ispitivanje potvrdi da postoji vjerojatno¢a da je doS$lo do infekcije
u podrudja ili kompartmenta ukida se status ,slobodan od bolesti”,

Status slobodan od bolesti se obnavlja nakon ispunjavanja zahtjeva iz Priloga 3 ovog
pravilnika.

Vodenje evidencije
Clan 29
Radi  sprjeCavanja pojave otkrivanja, suzbijanja i iskorjenjivanja egzoti¢nih i
neegzoti¢nih bolesti Zivotinja, pravna i fizitka lica koja obavljaju djelatnost poslovanja
akvakulturom, treba da vode evidenciju o:



a) svim premjestanjima Zivotinja akvakulture i njihovih proizvoda na ili sa uzgajalista ili
podrucja za uzgoj mekusaca;

b) uginuéima u svakoj epizootioloskoj jedinici prema vrsti proizvodnje; i

C) rezultatima programa pracenja/ nadzora zdravlja Zivotinja zasnovanom na procijeni
rizika.

Prevoznici zivotinja akvakulture treba da vode evidenciju o:

a) uginu¢ima tokom prevoza, u mjeri u kojoj je to moguce za vrstu prevoza i vrste koje
se prevoze;

b) uzgajalistima, podrucjima za uzgoj mekuSaca i objektima za preradu u koje je ulazilo
prevozno sredstvo; i

c) svakoj zamijeni vode tokom prevoza, naroCito o porijeklu svjeze vode i mjestu
ispustanja vode.

Pocetak primjene
Clan 30
Odredba ¢lana 17 ovog pravilnika primjenjiva¢e se od dana pristupanja Evropskoj uniji.

Stupanje na snagu
Clan 31
Ovaj pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana objavljivanja u "Sluzbenom listu
Crne Gore".

Broj: 011-16/15-3
Podgorica, 29. juna 2015. godine

Ministar,
prof. dr Petar lvanovié, s.r.

* U ovaj pravilnik prenesena je Direktiva Savjeta 2006/88/EZ od 24. oktobra 2006. o zahtjevima zdravlja Zivotinja koji se primjenjuju na
Zivotinje akvakulture i njihove proizvode i o sprecavanju i kontroli odredenih bolesti Zivotinja akvakulture (Council Directive 2006/88/EC
of 24 October 2006 on animal health requirements for aquaculture animals and products thereof, and on the prevention and control of
certain diseases in aquatic animals), Odluke Komisije 2001/183 o utvrdivanju planova uzorkovanja i dijagnosti¢kih metoda za otkrivanje
i potvrdivanje odredenih bolesti riba i stavljanju van snage Odluke 92/532/EEZ (Commission Decision 2001/183/EC of 22 February 2001
laying down the sampling plans and diagnostic methods for the detection and confirmation of certain fish diseases and repealing
Decision 92/532/EEC) i Odluke Komisije 2002/878 EC od 06. novembra 2002 koja uspostavlja planove uzorkovanja i dijagnosticke
metode za otkrivanje i potvrdivanje prisutnosti bolesti mekuSaca bonamioze (Bonamia ostreae) i marteilioze (Marteilia refringens)
(Commission Decision 2002/878/EC of 6 November 2002 establishing the sampling plans and diagnostic methods for the detection and
confirmation of the presence of the mollusc diseases Bonamiosis (Bonamia ostreae) and Marteiliosis (Marteilia refringens)


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32001D0183:EN:NOT
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32002D0878:EN:NOT

Prilog 1

EGZOTICNE | NEEGZOTICNE BOLESTI

EGZOTICNE BOLESTI

BOLEST PRIJEMCIVE VRSTE
RIBE Epizootska hematopoetska nekroza | Kalifornijska pastrmka (Oncorhynchus mykiss) i grge¢(Perca fluviatilis)
MEKUSCI Infekcija sa Bonamia exitiosa Australijska ostriga (Ostrea angasi) i Cileanska ostriga(O. chilensis)
Infekcija sa Perkinsus marinus Japanska ostriga (Crassostrea gigas) i americka ostriga (C. virginica)
Infekcija sa Microcytos mackini Japanska ostriga(Crassostrea gigas), americka ostriga (C. virginica),
tihookeanska ostriga (Ostrea conchaphila) i Evropska ostriga (O. edulis)

RAKOVI Taurski sindrom rakova Kozice (Penaeus setiferus, P. stylirostris i P. vannamei)

Bolest Zute glave rakova Kozice (Penaeus aztecus, P. duorarum, P. japonicus, P. monodon, P.
setiferus, P. stylirostris i P. vannamei)

NEEGZOTICNE BOLESTI

BOLEST PRIJEMCIVE VRSTE

Virusna hemoragi¢na septikemija Haringe (Clupea spp.), bjelice (Coregonus sp.), Stuka (Esox lucius), bakalar
(Gadus aeglefinus), pacificki bakalar (G. macrocephalus), atlantski bakalar (G.

(VHS) morhua), pacificki lososi (Oncorhynchus spp.), kalifornijska pastrmka (O.
mykiss), rocling Onos mustelus, morska pastrmka (Salmo trutta), veliki romb
(Scophthalmus maximus), papalina (Sprattu ssprattus) i lipljan (Thymallus

RIBE thymallus)

Zarazna hematopoetska nekroza Keta losos (Oncorchynchus keta), srebrni losos (O. kisutch), japanski losos (O.

(IHN) masou), kalifornijska pastrmka (O. mykiss), buljooki losos (O. nerka), crveni
losos (O. rhodurus), veliki losos (O. tshawytscha) i atlantski losos (Salmo salar)

Koi herpes viroza (KHV) obi¢ni §aran i koi Saran (Cyprinus carpio).

Zarazna anemija lososa (ISA) Kalifornijska pastrmka (Oncorhynchus mykiss), atlantski losos (Salmo salar),
morska pastrmka (S. trutta).

MEKUSCI Infekcija s Marteilia refringens Australijska ostriga (Ostrea angasi), Cileanska ostriga (O. chilensis), Evropska
ostriga (O. edulis), argentinska ostriga (O. puelchana), obi¢na dagnja (Mytilus
edulis) i mediteranska dagnja (M. galloprovincialis)

Infekcija s Bonamia ostreae Australijska  ostriga (Ostrea angasi), Cileanska ostriga(O. chilensis),
tihookeanska ostriga (O. conchaphila), azijska ostriga (O. denselammellosa),
Evropska ostriga (O. edulis), i argentinska ostriga (O. puelchana).
RAKOVI Bolest bijelih pjega rakova Svi rakovi iz reda Decapoda.




PREMJESTANJE ZIVOTINJA AKVAKULTURE KOJE SU NAMIJENJENE ZA UZGOJ

Prilog 2

Dozvoljeno unositi|Zdravstveno sertifikovanje .
. . Si e d Dozvoljeno otpremati zivotinje
Kategorija Zdravstveni status zivotinje iz u
Pri unoSenju |Pri otpremanju
Slobodan od bolesti Samo kategorije | DA NE pri otpremanju u kategoriju Il ili V; Sve kategorije
(€lan 27 ovog pravilnika) DA pri otpremanju u kategoriju I, Il ili IV
1] Program nadzora Samo kategorije | DA NE Kategoriju Il i V
(€lan 25 ovog pravilnika)
I Nije odreden Kategorija I, Il ili 1l NE NE Kategoriju Il i V
(nije poznato da je zarazen, ali nije
obuhvacen programom za dobijanje
statusa podrucja slobodnog od bolesti)
\% Program iskorjenjivanja bolesti Samo kategorije | DA DA Samo kategoriju V
(€lan 25 ovog pravilnika)
\% Zarazen Svih kategorija NE DA Samo kategoriju V

(€lan 15 ovog pravilnika)




Prilog 3

USLOVI ZA PROGLASAVANJE ZONE ILI
KOMPARTMENTA ,,SLOBODNIM OD BOLESTI

1. Zone

(1) Zona moze da obuhvati:
a) cijelo slivno podrucje od izvora do usca;ili
b) dio slivnog podrucja od izvora do prirodne ili vieStacke prepreke koja sprieGava uzvodnu migraciju vodenih Zivotinja iz donjih
dijelova slivnog podrugja; ili
c) viSe slivnih podrucja, uklju€ujuci njihova usca, zbog epidemioloSke veze izmedu slivova preko uséa.
(2) Zona u kojoj se klini¢ki slu¢aj bolesti dogodio u posljednjih deset godina ili u kojoj stanje infekcije prije nadzora nije bilo poznato
zbog nepostojanja uslova koji doprinose klinickoj manifestaciji bolesti, moze se proglasti slobodnim od bolesti ako ispunjava sljedece
uslove:
a) ako se u zoni sprovode osnovne mjere kontrole bolesti koje obuhvataju najmanje:
—  obavezno prijavljivanje bolesti i sumnje na bolest;
— da se primjenjuje sistem ranog otkrivanja bolesti koji omoguéava efikasnu istragu i izvjeStavanje, i obezbjeduje:
1) brzo prepoznavanje klinickih znaka na osnovu kojih se moze posumnjati na bolest, pojavu nove bolesti ili
neobjasnjivo uginuc¢e u uzgajalistima ili podrucjima za uzgoj mekusaca i u prirodi;
2) brzo obavjeStavanje sa ciliem da se u najkra¢em roku zapocne dijagnosticko ispitivanje.
b) nadzor u skladu sa ¢lanom 25 ovog pravilnika najmanje dvije godine, a da na uzgajalistu ili podruc¢jima za uzgoj meku$aca na
kojima se uzgajaju prijemcive vrste nije otkriven uzrocnik bolesti.

2. Kompartmenti

(1) Kompartment moze obuhvatati jedno ili viSe uzgajaliSta, grupu uzgajalista ili podrucje za uzgoj mekusaca, koji se smatraju jednom
epidemioloskom jedinicom zbog geografskog polozZaja i udaljenosti od drugih grupa uzgajalista ili podruéja za uzgoj mekusaca, pod
uslovom da su sva uzgajalista u tom kompartmentu obuhvaéena zajednic¢kim sistemom bioloSke sigurnosti.
(2) Kompartment u kojem se poslednji klinicki slu¢aj bolesti dogodio u periodu od 10 godina ili ako stanje infekcije u tom
kompartmentu ili u vodama koje okruzuju taj kompartment nije bilo poznato prije nadzora zbog nepostojanja uslova koji pogoduju
klinickoj manifestaciji bolesti proglasava se slobodnim od bolesti ako ispunjava sljedece uslove:
a) da se u kompartmentu sprovode osnovne mjere kontrole bolesti koje obuhvataju najmanje:
—  obvezno prijavljivanje bolesti i sumnje na bolest;
— da se primjenjuje sistem ranog otkrivanja bolesti koji omoguéava efikasnu istragu i izvjeStavanje, i obezbjeduje:
1) brzo prepoznavanje klinickih znaka na osnovu kojih se moze posumnjati na bolest, pojavu nove bolesti ili
neobjadnjivo uginuc¢e u uzgajalistima ili podrucjima za uzgoj mekusaca i u prirodi;
2) brzo obavjestavanje najkraéem moguc¢em roku rad zapocninjanja dijagnostickog ispitivanja.
b) nadzorom najmanje dvije godine, na uzgajalistu ili podrucjima za uzgoj meku$aca na kojima se uzgajaju prijemcive vrste nije
otkriven uzro€nik bolesti.
(3) Svako uzgajaliste ili podrucje za uzgoj mekusaca koje se nalazi u kompartmentu podlijeze dodatnim mjerama prema potrebi.
(4) Mijere mogu obuhvatati uspostavljanje zastitne zone (buffer zone) oko kompartmenta u kojem se provodi program monitoringa i
uvodenje dodatnih mjera zastite od ulaska mogucih nosioca patogena ili vektora.
(5) Kompartment moze obuhvatati:
a) jedno uzgajaliSte koje se moze smatrati jednom epizootioloSkom jedinicom jer nije pod uticajem zdravstvenog statusa
Zivotinja u okolnim vodama; ili
b) viSe od jednog uzgajalista, koja se, zbog obimnog kretanja Zivotinja izmedu uzgajaliSta, smatraju jednom epizootioloSkom
jedinicom, pod uslovom da se sva uzgajali$ta nalaze pod zajedni¢kim biosigurnosnim sistemom.
(6) Kompartment se snabdijeva vodom:
a) preko postrojenja za preciS¢avanje voda dezaktivacijom relevantnih patogena kako bi se rizik od unoSenja bolesti smanjio na
prihvatljivi nivo;
b) direktno iz bunara, buSotine ili izvora, a ako se izvor vode nalazi izvan prostora uzgajaliSta, voda se dovodi direktno do
uzgajalista i kanaliSe kroz cijevi.
(7) Moraju postojati prirodne ili vjeStacke prepreke koje vodenim Zivotinjama iz okolnih vodotokova onemogucavaju ulazak u
uzgajalista u kompartmentu.
(8) Kompartment, po potrebi, treba da bude zasticen od poplave i ulaska vode iz okolnih vodotokova.

3. Novo uzgajaliste koje prvi put ili ponovo pocinju djelatnost akvakulture

(1) novo uzgajaliSte koje ispunjava zahtjeve iz tacke 3 ovog priloga, i koje zapocinje djelatnost sa zivotinjama akvakulture koje poti¢u
iz kompartmenta koji je proglasen slobodnim od bolesti, mozZe se proglasiti slobodnim od bolesti bez obavljenog uzorkovanja koje
se zahtijeva za dobijanje odobrenja;

(2) uzgajaliSte koje nakon odredene pauze ponovo zapocCinje svoju djelatnost koriste¢i Zivotinje akvakulture koje potiCu iz
kompartmenta koji je proglaSen slobodnim od bolesti, i koje ispunjava zahtjeve iz tacke 3 ovog dijela, moze se proglasiti slobodnim
od bolesti bez obavljenog uzorkovanja koje se zahtijeva za dobivanje odobrenja, pod uslovom da:

a) je poznat zdravstveni status uzgajaliSta u protekle Cetiri godine njegovog rada, a ako je uzgajaliSte radilo manje od Cetiri
godine, uzima se u obzir stvarni period u kojem je bilo u funkciji,

b) uzgajaliSte nije bilo podvrgnuto mjerama zdravlja Zivotinja u odnosu na bolesti iz Priloga 1 ovog pravilnika i u njemu se nisu
nikada pojavile te bolesti,

c) je prije unoSenja zivotinja, ikre ili gameta akvakulture, uzgajaliSte ociS¢eno i dezifikovano nakon ¢ega je, po potrebi, slijedio
odmor u odredenom periodu.



Prilog 4

UZIMANJE UZORAKA | DIJAGNOSTICKE METODE ZA OTKRIVANJE | POTVRDIVANJE VIRUSNE HEMORAGICNE SEPTIKEMI-
JE -VHS | ZARAZNE HEMATOPOETSKE NEKROZE- ZHN VODENIH ZIVOTINJA | BONAMIOZE | MARTELIOZE KOD MEKUSACA

DIO |

1. Klini¢ki pregledi, sakupljanje i odabir uzoraka za nadzor zona ili uzgajali$ta radi postizanja ili zadrzavanja odobrenog statusa na
VHS i/ili ZHN

1.1.Klini¢ki pregledi sprovode se u periodu od oktobra do juna ili kada je temperatura vode niza od 14°C, a u uzgajalistima u kojima se
kliniki pregledi sprovode dva puta godiSnje, vremenski razmak izmedu pregleda je najmanje Cetiri mjeseca.

Sve proizvodne jedinice (ribnjaci, bazeni, kavezi itd.) se pregledaju kako bi se utvrdilo prisustvo uginulih ili oslabljenih riba ili riba sa
neuobi¢ajenim ponaSanjem, a posebnu paznju treba obratiti na podrucje ispusta vode gdje se zbog vodene struje obi¢no sakupljaju
oslabljene ribe.

1.2. Ribe za uzorkovanje odabiraju se na sljedec¢i nacin:

— ako su prisutne kalifornijske pastrmke, samo ribe te vrste biraju se za uzorkovanje, ukoliko kalifornijska pastrmka nije prisutna, uzorak
se sastojati od riba svih drugih vrsta prijem¢ivih na virus VHS i/ili ZHN (Prilog 1 ovog pravilnika), koje moraju biti srazmjerno zastupljene
u uzorku;

— ukoliko se za proizvodniju riba koristi viSe izvora vode, uzorak se mora sastojati od riba iz svih izvora vode;

— ukoliko su prisutne oslabljene ribe, ribe sa neuobicajenim ponasanjem ili svjeze uginule ribe (koje jo$ nisu u stanju raspadanja),
prvenstveno se biraju te ribe, a ako nijesu dostupne, u odabrane ribe treba ukljuéiti i zdrave ribe normalnog izgleda koje treba sakupiti
tako da u uzorku budu srazmjerno zastupljeni svi dijelovi uzgajaliSta kao i sve starosne kategorije.

2. Sakupljanje uzoraka, za nadzor zona ili uzgajalista radi postizanja ili zadrzavanja odobrenog statusa na VHS i/ili ZHN

2.1. Zona ili uzgajaliste koje je pod nadzorom nadleznih sluzbi, moze dobiti status odobrene zone odnosno uzgajaliSta na VHS i/ili ZHN
prema jednom od sljedeéih modela:

(a) Model A — dvogodi$nji program nadzora

Nakon dvogodiSnjeg odsustva bilo kojeg klinickog ili drugog znaka VHS i/ili ZHN, sva uzgajalista u zoni ili bilo koje uzgajaliSte, koji ¢e
biti odobreni, tokom dvije godine podvrgavaju se klinickom pregledu dva puta godiSnje.

DvogodiSnjem kontrolnom periodu prije sticanja odobrenog statusa ne smije biti klinikih ili drugih znakova VHS i/ili ZHN, a uzorci za
ispitivanje uzimaju se u skladu sa tabelom 1.A ovog priloga. Uzorci se odabiraju, pripremaju i ispituju treba da daju negativne rezultate
na VHS ifili ZHN; ili

(b) Model B — dvogodis$nji program nadzora sa smanjenom veli¢inom uzorka

Nakon sprovedenog pregleda zdravlja kojim je dokumentovano odsustvo VHS i/ili ZHN tokom najmanje Cetiri prethodne godine, sva
uzgajalista u zoni ili bilo koje uzgajaliSte koje treba da bude odobreno i da je zdravstveno pregledano dva puta godi$nje u toku dvije
godine.

Tokom dvogodis$njeg kontrolnog perioda koje prethodi sticanju odobrenog statusa, odsustvo klini€kih ili drugih znaka VHS i/ili ZHN treba
da je stalno i da su prikupljeni uzorci za ispitivanje u skladu sa tabelom 1.B ovog Priloga.

Uzorci treba da su odabrani, pripremljeni i ispitani sa negativnim rezultatima laboratorijskih ispitivanja VHS i/ili ZHN.

2.2. Nova uzgajaliSta i uzgajaliSta koja ponovo zapocinju svoju djelatnost sa ribama, ikrom ili gametima iz odobrene zone ili iz
odobrenog uzgajalista

Nova uzgajaliSta i uzgajaliSta koja ponovo zapocinju svoju djelatnost sa ribama, ikrom ili gametima iz odobrene zone ili iz odobrenog
uzgajaliSta mogu stedi status u skladu sa ovim pravilnikom.

2.3. Program nadzora za odrzavanje odobrenog statusa na VHS i/ili ZHN

Da bi zona ili uzgajali$te zadrzali odobreni status na VHS i/ili ZHN, pregledi i uzimanje uzoraka za ispitivanje sprovode se u skladu s
tabelom 1C ovog Priloga.

Uzorci se odabiraju, pripremaju i ispituju, a rezultati laboratorijskih ispitivanja moraju biti negativni na prisustvo uzro¢nika VHS i/ili ZHN.

3. Priprema i slanje uzoraka ribe

3.1. Prije slanja ili prevoza u laboratoriju, dijelovi organa koji ¢e se ispitivati uzimaju se iz ribe pomoc¢u sterilnog pribora za sekciju i
prenose u sterilne plasti¢ne epruvete koje sadrze transportni medijum odnosno medijum za celijsku kulturu sa 10% tele¢eg seruma i
antibioticima.

Preporucuje se kombinacija od 200 ij penicilina, 200 pg streptomicina i 200 pg kanamicina po mililitru (ml), ali se mogu koristiti i drugi
antibiotici dokazane efikasnosti.

Tkiva za ispitivanje su slezina, prednji bubreg i, dodatno, ili srce ili encefalon,a u nekim slu¢ajevima mora biti ispitana ovarijalna te¢nost
(tabele 1A do 1C ovog Priloga).

3.2. Ovarijalna tecnost ili djelovi organa od najvise 10 riba (tabele 1A do 1C ovog Priloga) mogu se prikupiti u jednu sterilnu epruvetu
koja sadrzi najmanje 4 ml transportnog medijuma i koja predstavlja jedan grupni (zajednicki) uzorak.

Tkivo u svakom uzorku itreba ma tezinu najmanje 0,5 grama (g).

3.3. Epruvete treba smijestiti u izolovane posude (npr. polistirenske kutije debelih zidova) zajedno sa dovoljnom koli¢inom leda ili
uloScima za frizider koji ¢e obezbijediti hladenje uzoraka tokom prevoza do laboratorije.

Zamrzavanje treba izbjegavati, a tokom prevoza temperatura uzorka ne smije biti iznad 10°C, a pri prijemu uzorka led jo$ uvijek treba
da se nalazi u transportnoj kutiji odnosno jedan ili viSe uloZzaka za frizider treba da su djelimi¢no ili u potpunosti zamrznuti.

3.4. Virusolosko ispitivanje zapoc€inje se odmah, a najkasnije 48 sati nakon prikupljanja uzoraka. U izuzetnim-slu€ajevima virusoloSko
ispitivanje moze zapoceti najkasnije u 72 sata od prikupljanja materijala, pod uslovom da je materijal za ispitivanje zasticen transportnim
medijumom i da se mogu ispuniti zahtjevi u odnosu na temperaturu tokom prevoza.

3.5. U laboratoriju se mogu poslati cijele ribe pod uslovom da se mogu ispuniti zahtjevi u odnosu na temperaturu tokom prevoza.

Cijele ribe mogu biti umotane u upijajuéi papir i potom poslane u plasti¢nim kesicama ohladenim kako je gore navedeno, a mogu biti
poslate i zive ribe.

4. Prikupljanje dodatnog dijagnosti¢ckog materijala

Druga tkiva riba mogu se prikupiti i pripremiti za dodatna ispitivanja na zahtjev laboratorije.



PRIPREMA UZORAKA ZA VIRUSOLOSKA ISPITIVANJA
1. Zamrzavanje u posebnim sluc¢ajevima

Kada je zbog prakti¢nih razloga (npr. lo$i vremenski uslovi, neradni dani, problemi u laboratoriji itd.) nemoguce zasijati ¢elije u roku od
48 sati nakon prikupljanja uzoraka tkiva, uzorci tkiva se mogu zamrznuti u medijumu za celijsku kulturu na temperaturi od — 20°C ili
nizoj, a virusoloska ispitivanja obaviti u roku od 14 dana.

Tkivo se moze zamrznuti i odmrznuti samo jednom prije ispitivanja, a evidencija se vodi sa svim podacima o razlozima za svako
zamrzavanje uzoraka tkiva (kao $to je nevrijeme, propadanje celijskih linija itd.).

2. Homogenizacija organa

Tkiva iz epruveta u laboratoriji se potpuno homogenizuju (ili u homogenizatoru Stomacher ili mijesalici ili tarioniku i tu¢ku sa sterilnim
pijeskom) i potom suspenduju u izvornom transportnom medijumu.

Ukoliko se uzorak sastoji od cijelih riba kracih od 4 cm, one se usitne sterilnim makazama ili skalpelom nakon Sto se ukloni zadnji dio
tijela iza crijevnog otvora, a ukoliko uzorak €ine cijele ribe duzine tijela od 4 do 6 cm, uzima se utroba uklju€ujuéi bubrege.

Ukoliko uzorak &ine cijele ribe duze od 6 cm, uzimaju se uzorci tkiva.

Uzorke tkiva treba usitniti sterilnim makazama ili skalpelom, homogenizovati i napraviti suspenziju u transportnom medijumu.

Konaéni odnos tkiva i transportnog medijuma mora se u laboratoriji postaviti u razmjeril:10.

3. Centrifugiranje homogenizata

Homogenizat se centrifugira u centrifugi ohladenoj pri 2 do 5°C na brzini 2000 do 4000 x g u trajanju od 15 minuta, i taj se supernatant
prikuplja i obraduje ili Cetiri sata na 15°C ili preko noc¢i na 4°C sa antibioticima; u ovoj fazi moze biti koristan gentamicin 1 mg/ml.

Ukoliko se uzorak Salje u transportnom medijumu (1j. izlozen antibioticima), moze se izostaviti obrada supernatanta antibioticima.

Svrha obrade antibioticima je suzbijanje bakterijske kontaminacije uzorka, tako da nije potrebna filtracija kroz membranske filtere.
Ukoliko se prikupljeni supernatant ¢uva na —80°C tokom 48 sati od sakupljanja, moze se jo§ samo jednom ponovo upotrijebiti za
virusoloske analize.

Ako je zbog neplaniranih razloga (npr. kvar inkubatora, problemi sa ¢éelijskim kulturama itd.) nemoguce inokulisati ¢elije u roku od 48 sati
od prikupljanja uzoraka tkiva, supernatant se moze zamrznuti na temperaturi od —80°C, a virusolosko ispitivanje obavitiu roku od 14
dana.

Prije inokulacije ¢elija, supernatant se pomijesa s jednakim dijelovima odgovarajuce razrijedenih grupa antiseruma za lokalne serotipove
virusa IPN (Infektivhe nekroze pankreasa) pa se sa njima inkubira najmanje jedan sat na 15°C ili najviSe 18 sati na 4°C.

Titar antiseruma mora biti najmanje 1/2000 s neutralizacijom plaka od 50% u testu neutralizacije.

Svrha tretiranja svih inokuluma antiserumom za virus IPN (virus koji se u nekim dijelovima Evrope javlja u 50% uzoraka ribe) je
sprije€avanje da se u inokuliranim ¢elijskim kulturama razvije citopatogeni efekat (CPE) zbog virusa IPN.

Ako uzorci poti€u iz proizvodnih jedinica koje se smatraju slobodnim od IPN-a, moze se izostaviti tretiranje inokuluma antiserumom za
virus IPN-a.

V|RUSOL0§KA ISPITIVANJA
1. Celijske kulture i medijumi

Celije BF-2 ili RTG-2 i EPC ili FHM umnoZavaju se na temperaturi od 20 do 30°C u odgovarajuéem medijumu, (npr. Eaglovom MEM-u ili
njegovim modifikacijama), obogaéenom sa 10% fetalnog govedeg seruma i antibioticima u standardnim koncentracijama.

Ako se celije umnozavaju u zatvorenim posudama, preporucuje se puferisanje medijuma bikarbonatom.

Medijum koji se koristi za kulturu éelija u otvorenim jedinicama moze se puferisati Tris-HCL-om (23 mM) i Na-bikarbonatom (6 mM). Ph
mora biti 7,6 £ 0,2.

Celijske kulture koje ée se koristiti za inokulisanje sa tkivnim materijalom treba da budu stare 4 do 48 sati i pri inokulisanju treba da budu
u fazi aktivnog rasta (bez zgru$avanja).

2. Inokulacija ¢elijskih kultura

Suspenzija organa tretirana antibioticima inokuliSe se u ¢elijske kulture u dva razrjedenja, odnosno osnovnom razrjedenju 1:10, $to
dovodi do konacnih razriedenja tkivnog materijala u ¢elijskoj kulturi 1:100 odnosno 1:1000 (kako bi se sprijecila homologna
interferencija).Inokulisu se najmanje dvije ¢éelijske linije.

Odnos veli¢ine inokuluma i koli¢ine ¢elijske kulture treba da bude 1:10.

Za svako razriedenje i svaku celijsku liniju treba upotrijebiti najmanje oko 2 cm? povrsine ¢elija, $to odgovara jednom bunargiéu na
posudi sa 24 udubljenja za ¢elijsku kulturu.

Preporucuje se koriS¢enje posuda za ¢elijsku kulturu, ali su prihvatljive i druge jedinice sa sli¢nim ili ve¢im povrSinama za rast.

3. Inkubacija ¢elijskih kultura

Inokulisane ¢elijske kulture inkubiraju se sedam do deset dana pri 15°C, a ako se boja medijuma za celijsku kulturu promijeni iz crvene
u zutu, Sto ukazuje na zakiseljenje medijuma, prilagoditi pH pomoc¢u sterilnog rastvora bikarbonata ili odgovaraju¢im supstancama kako
bi se obezbijedila osjetljivost ¢elija na virusnu infekciju.

Najmanje svakih Sest mjeseci ili ako se sumnja na smanjenu osjetljivost ¢elija, obavlja se titracija zamrznutih ¢uvanih virusa VHS-a i
ZHN-a kako bi se verifikovala osjetljivost ¢elijskih kultura na infekciju.



4. Mikroskopiranje

Inokulisane celijske kulture treba redovno pregledati (najmanje tri puta nedjeljno) na pojavu citopatogenog efekta (CPE) pri poveéanju
od 40 do 150 puta, a ako se uodi citopatogeni efekat (CPE), odmah treba poceti sa postupkom identifikacije virusa.

5. Subkultivisanje
Ako se nakon primarne inkubacije od sedam do deset dana ne razvije citopatogeni efekat (u daljem tekstu:CPE), sprovodi se
subkultivisanje na svjezim celijskim kulturama koriS¢enjem povrsine sli€ne povrsini primarne kulture.
Alikvoti hranjive podloge (supernatant) svih kultura/bunarcica, koje €ine primarnu kulturu, puliraju se prema ¢elijskoj liniji sedam do
deset dana nakon inokulacije, a tako dobijeni zbirni uzorci inokuliSu se u homologne celijske kulture, nerazrijedene i razrijedene 1:10 (pri
¢emu se dobiju kona¢na razrijedena supernatanta u odnosu 1:10 odnosno 1:100).
Druga slu€aj je da se alikvoti 10% hranjive podloge koja €ini primarnu kulturu inokusu direktno u bunar¢i¢ sa svjezom celijskom
kulturom (subkultivisanje iz bunarci¢a u bunarc¢ic).
Inokulaciji moze prethoditi preinkubacija razriedenja sa antiserumom za virus IPN u odgovaraju¢em razrjedenju.
Inokulisane kulture se potom inkubiraju sedam do deset dana pri 15°C i posmatraju u skaldu sa ovim Prilogom.
Ako se tokom prva tri dana inkubacije javi toksi¢ni CPE, u toj se fazi moze sprovesti subkultivacija, ali se ¢elije potom moraju inkubisati
sedam dana i ponovo subkultivisati uz dodatnih sedam dana inkubacije, a ako se toksi¢ni CPE razvije nakon tri dana, ¢éelije se mogu
jednom staviti u pasazu i inkubisati dok ne prode ukupno 14 dana od primarne inokulacije.
U posljednnjih sedam dana inkubacije ne smiju se javiti znaci toksi¢nosti.
Ako uprkos obradi antibioticima dode do bakterijske kontaminacije, prije subkultivacije treba sprovesti centrifugiranje na 2000 do 4000 x
g kroz 15 do 30 minuta pri 2 do 5°C i/ili filtriranje supernatanta kroz filtar od 0,45 pm (membrana sa niskom sposobno$¢u vezanja
proteina), postupak subkultivacije isti je kao i za toksi¢ni CPE.

IDENTIFIKACIJA VIRUSA
1. Testovi za identifikaciju virusa

Ako se u celijskoj kulturi uoCi postojanje CPE-a, medijum (supernatant) se sakupi i pretrazi kori§¢éenjem jedne ili viSe sljedecih metoda:
neutralizacija, IF, ELISA, a ako se ovim testovima ne moze sa sigurno$¢u identifikovati virus u roku od nedjelju dana, supernatant se
proslijeduje u nacionalnu referentnu laboratoriju ili u referentnu laboratoriju Evropske unije za bolesti riba kako bi se virus odmah
identifikovao.

2. Neutralizacija

1z sakuplienog supernatanta uklanjaju se celije centrifugiranjem (2000 do 4000 x g) ili membranskim filtriranjem kroz filter sa
membranom (0,45 um) sa niskom apsorpcijom proteina i razrijedite supernatant 1:100 i 1:10000 u medijumu za ¢elijsku kulturu.

Alikvoti dva razriedenja supernatanta se pomije$aju i odvojeno inkubiraju 60 minuta pri 15°C sa jednakim dijelovima sljedeéih reagensa:
— serum koji sadrzi grupu specifi¢nih antitijela za virus VHS u razrjedenju 1:50 (vol:vol)

— serum koji sadrzi grupu specifiénih antitijela za virus ZHN u razrjedenju 1:50 (vol:vol)

— grupni uzorak antiseruma za lokalne serotipove virusa IPN u razrjedenju 1:50 (vol:vol)

— sam medijum (pozitivna kontrola).

Za svaku mjesavinu supernatanta virusa i seruma se najmanje dvije ¢elijske linije inokuli§u sa 50 pl i inkubiraju pri 15°C.

Neki sojevi virusa VHS ne reaguju u neutralizacijskom test, a ti izolati moraju se identifikovati metodom IF ili ELISA.

Mogu se primijeniti i drugi neutralizacijski testovi dokazane djelotvornosti.

3. Imunofluorescencija (IF)

Za svaki izolat virusa koji treba identifikovati, na najmanje osam pokrovnih stakala ili njihovih ekvivalenata treba nanijeti ¢elije u gustini
tako da se postigne priblizno 60 do 90%-tna konfluencija 24 sata nakon nanoSenja.

Za te svrhe se preporucuju ¢elije EPC jer one snazno prianjaju za staklenu povrsinu, ali se mogu koristiti i druge ¢elijske linije kao $to su
BF-2, RTG-2 ili FHM.

Nakon $to se ¢elije nataloze na staklenu povrsinu (otprilike jedan sat nakon nanosenja) ili nakon $to su kulture bile inkubisane u periodu
do 24 sata, inokuli$e se virus koji treba da bude identifikovan. Cetiri kulture se inokuliu u zapreminsko odnosu 1:10, a &etiri kulture u
odnosu 1:1000, a zatim se inkubiraju 20 do 30 sati na 15°C.

Nakon inkubacije, kulture se dva puta isperu u Eaglovom MEM-u bez seruma, fiksiraju u 80%-tnom ledeno hladnom acetonu i potom
boje dvoslojnim IFAT-om.

Prvi sloj reagensa sastoji se od poliklonalnih ili monoklonalnih antitijela referentnog kvaliteta.

Drugi sloj reagensa je fluorohromom konjugovani antiserum za imunoglobulin kori§¢en u prvom sloju.

Za svaki pretrazivani antiserum mora se obojiti najmanje jedna kultura inokulisana visokom dozom i jedna kultura inokulirana niskom
dozom, u test se moraju ukljuciti i odgovaraju¢e negativne i pozitivne kontrole, a preporucuju se fluorohromi kao sto su FITC i TRITC.
Na obojene kulture nanijeti fiziolo$ki rastvor sa dodatkom glicerola.

Pregledati ih pod ulaznim ultraljubi¢astim svjetlom i koristiti okulare s uvelicanjem od 10 ili 12 puta i te objektive s uveli€anjem od 25 ili
40 puta, sa numeri¢kim otvorima > 0,7 odnosno 1,3.

4. ELISA

Bunarci¢i na mikrotitarskoj ploci prekriju se preko noéi preporu¢enim razrjedenjima proci§éenih imunoglobulinskih frakcija antitijela
referentnog kvaliteta.

Nakon ispiranja bunarc¢i¢a puferom PBS-Tween-20, u njih se dodaje virus koji treba identifikovati, i to u serijama dvostrukog ili
Cetvorostrukog razrjedenja, ostavi se da reaguje sa absorbovanim antitijelom 60 minuta na 37°C.

Nakon ispiranja puferom PBS-Tween-20, dodaju se biotinom obiljezena antitijela Cija specificnost odgovara specificnosti absorbovanih
antitijela i ostave se da reaguju 60 minuta na 20°C, a nakon jo$ jednog ispiranja dodaje se streptavidin konjugovan sa peroksidazom
rena i ostavlja da reaguju jedan sat pri 20°C.

Nakon zadnjeg ispiranja, vezani enzim se vizuelizuje upotrebom odgovarajucih supstrata ELISA (OPD ili drugi).



Tabela 1A:Pregled i uzorkovanja za zone i za uzgajalista

Broj klinickih pregleda
godi$nje (dvije godine)

Broj laboratorijskih pregleda

godi$nje (dvije godine)

Laboratorijsko ispitivanje na prisustvo
virusa @

Broj riba iz uzgoja
(materijal organa)

Broj mati¢nih riba
(ovarijalna te¢nost)

Kontinentalne zone i uzgajalista

(a) Uzgajalista s matiénim

120 (prvi pregled) @

30 (prvi pregled)®

salmonida i bez mati¢nih riba

ribama 2 2
150 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajali$ta samo s matiénim 2 1 150 (prvi ili drugi
: 0
ribama pregled)
(c) Uzgajalista bez matiénih riba 2 2 150 (prvi i drugi 0
pregled)
Obalske zone i uzgajalista
. . 120 (prvi pregled) 30 (prvi pregled)
(a) Uzgajalista sa mati¢nim 2 2
ribama . )
150 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajalista salmonida bez 5 5 30 (prvii dr}ljgi 0
matiénih riba pregled) @
(c) Uzgajalista drugih vrsta osim 5 5 150 (prvi i drugi 0

pregled)

Najveéi broj riba u zbirnom uzorku: 10
®Moze se koristiti altermativno umanjena veli¢ina uzorka, kao $to je navedeno u Tabeli 1B, ako su zahtjevi koji su opisani u tekstu
oznaceni sa Il.1, 1.1.2.1.b i lll ispunjeni

@ Kilini¢ki pregled

© U posebnim okolnostima, ako se ne moze uzorkovati ovarijalna tenost mogu se umjesto nje uzorkovati organi.

“ Uzorci se moraju sakupljati najranije tri nedjelje od prenoSenja ribe iz slatke u morsku vodu.

Tabela 1B: Pregled i uzorkovanja za dvogodisnji kontrolni perod prije dobijanja odobrenog statusa u odnosu na VHS ili ZHN za zone i

uzgajalista

godi$nje (dvije godine)

” Broj klini¢kih pregleda ” Broj laboratorijskih pregleda |

godi$nje (dvije godine)

| Laboratorijsko ispitivanje na prisustvo virusa |

Broj riba iz uzgoja
(materijal organa)

Broj mati€nih riba
(ovarijalna te€nost)

‘ Kontinentalne zone i uzgajalista

(a) Uzgajalista sa mati¢nim

0 (prvi pregled)™®

30 (prvi pregled)®

ribama 2 2
30 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajalista samo sa 2 1 0 30 (prvi ili drugi
maticnim ribama pregled)
(c) Uzgajalista bez matiénih riba 2 2 30 (prvi i drug 0
pregled)
Obalske zone i uzgajalista
o - 0 (prvi pregled) 30 (prvi pregled)®
(a) Uzgajalista sa mati€nim 2 2
ribama
30 (drugi pregled) 0 (drugi pregled)
(b) Uzgajalista salmonida bez 2 2 30 (prvii dr3ugi 0
matiénih riba pregled)®
c) Uzgajalista drugih vrsta osim prvi i drugi
Uzgajalista drugih i 2 2 30 i i drugi 0
salmonida i bez mati¢nih riba pregled)

Najveéi broj riba u zbirnom uzorku: 10

W Klinicki pregled

@ U posebnim okolnostima, ako se ne moze uzorkovati ovarijalna te¢nost mogu se umjesto nje uzorkovati organi.

® Uzorci se moraju sakupljati najranije tri nedjelje od prenosenja ribe iz slatke u morsku vodu.



Tabela 1C: Pregled i uzorkovanja za zone i uzgajali$ta za odrzavanje statusa u odnosu na VHS i/ili ZHN

Broj Klinickih (%TOJ riba u uzorku za laboratorijsko ispitivanje na prisustvo virusa
pregleda na

godinu  (dvije Broj riba iz uzgoja (materijal || Broj mati¢nih riba (ovarijalna

godine) organa) te€nost)

‘ Kontinentalne zone i uzgajalista |
’(a) Uzgajalita sa matiénim ribama ” 2 H 20 (prvi ili drugi pregled) H 10 (prvi ili dugi pregled)® |
‘ (b) Uzgajalista samo sa mati&nim ribama ” 2 H 0 H 30 (prvi ili drugi pregled)® |
|(¢) Uzgajalista bez maticnin riba 2 |30 I |
’ Obalske zone i uzgajalista |
‘ (a) Uzgajalita sa matié¢nim ribama ” 2 H 20 (prvi ili drugi pregled) H 10 (prvi ili drugi pregled)® |

(b) .Lszgaj.aIiéta drugih vrsta osim samonida | bez 2 30©@ 0

maticnih riba

Najvecéi broj riba u zbirnom uzorku: 10

@ U odobrenim zonama uzorci moraju biti uzimani rotacijom po 50% ribnjaka svake godine. U odobrenim ribnjacima u neodobrenim
zonama uzorci moraju biti uzimani svake godine.

@ U posebnim okolnostima, ako se ne moze uzorkovati ovarijalna te¢nost mogu se umjesto nje uzorkovati organi.

® Uzorci se moraju sakupljati najranije tri nedjelje od prenosenja ribe iz slatke u morsku vodu.

DIO Il
DIJAGNOSTICKI POSTUPCI ZA POTVRBIVANJE VHS-A | ZHN-A U SLUCAJU SUMNJE NA POJAVU BOLESTI

Za dijagnostikovanje VHS-a i ZHN-a primjenjuje se jedna ili viSe sljede¢ih metoda:

— Uobicajno izdvajanje virusa nakon kojeg slijedi seroloska identifikacija virusa

— lzdvajanje virusa uz istovremenu serolosku identifikaciju virusa

— Druge dijagnosti¢ke metode — IFAT, ELISA

Uz tkivni materijal za virusoloSko pretraZivanje mora se predati i dodatni materijal za bakterioloSko, parazitolodko, histolo$ko ili drugo
pretrazivanje u svrhu diferencijalnog dijagnostikovanja.

Glava A. Uobi¢ajeno izdvajanje virusa nakon kojeg slijedi seroloska identifikacija virusa
I.1. Odabiranje uzoraka

Za ispitivanje treba prikupiti najmanje 10 riba koje pokazuju tipi¢ne znakove ZHN-a ili VHS-a.
1.2. Pripremanije i slanje uzoraka riba vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

1.3. Uzimanje dodatnog dijagnosti¢kog materijala vr$i se u skladu sa ovim prilogom.

1. Pripremanje uzoraka za viruslosko ispitivanje vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

I1I. Virusolo8ko ispitivanje vrsi se u skladu sa ovim prilogom.
IV. Identifikacija virusa vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

Glava B. lzdvajanje virusa uz istovremenu serolosku identifikaciju virusa

I.1. Odabiranje uzoraka vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

I.2. Pripremanije i slanje uzoraka riba vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

1.3. Prikupljanje dodatnog dijagnostickog materijala vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

I1.1. Homogenizacija organa vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

I1.2. Centrifugiranje homogenata vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

Homogenat se centrifugira na 2000 do 4000 x g 15 minuta u centrifugi ohladenoj pri 2 do 5 °C supernatant se odlije i tretira
antibioticima, npr. gentamicinom 1 mg/ml, Cetiri sata na 15 °C ili se filtrira kroz membranu (0,45 pm) s niskom sposobno$¢u vezanja
proteina.

11.3. Obrada supernatanta dijagnostickim antiserumom

Suspenzija organa obradena antibioticima ili filtrirana kroz membranski filter razrieduje se u odnosu 1:10 i 1:1000 u medijumu za

¢Gelijsku kulturu i alikvoti se pomijeSaju i inkubiraju 60 minuta na 15°C s jednakim dijelovima reagensa.

11.1. Celijske kulture i medijum vri se u skladu sa ovim prilogom.



111.2. Inokulacija celijskih kultura

1z svake mjeSavine virusa i seruma inokuliSu se najmanje dvije €elijske kulture po ¢elijskoj liniji, svaka sa 50 pl.
111.3. Inkubacija ¢elijskih kultura vrsi se u skladu sa ovim prilogom.

111.4. Mikroskopiranje

Inokulisane ¢elijske kulture svakodnevno se pregledaju na pojavu citopatogenog efekta (CPE) pri poveéanju od 40 do 150 puta.
Ako jedan od koriscenih antiseruma sprije€i nastanak citopatogenog efekta (CPE), moze se smatrati da je virus identifikovan.
Ukoliko citopatogeni efekat nije sprije€en nekim od antiseruma, potrebno je sprovesti identifikaciju virusa postupcima.

111.5. Supkultivisanje

Ukoliko se nakon sedam do deset dana ne pojavi citopatogeni efekat (CPE), mora se sprovesti subkultivisanje sa kulturama
inokulisanim sa supernatantom i medijumom vrSi se u skladu sa ovim prilogom.

Glava C. Druge dijagnosticke metode

Supernatant pripremlien u skladu sa ovim prilogom. mozZe se pregledati metodom IFAT ili ELISA. Brze metode treba dopuniti
virusoloskim ispitivanjem u roku od 48 sati od uzorkovanja ako:

(a) se dobije negativan rezultat, ili

(b) se dobije pozitivan rezultat iz materija koji predstavlja prvi slu¢aj ZHN-a ili VHS-a u odobrenoj zoni.

Materijal tkiva se moze ispitati drugim dijagnosti¢kim metodama, kao $to su: RT-PCR, IF na zamrznutim rezovima, imunohistohemija na
formalinom fiksiranom materijalu tkiva.

Navedeni postupci moraju se uvijek dopuniti inokulacijom nefiksiranog materijala tkiva na éelijskim kulturama.

DIO Il
DOKUMENTOVANA ODSUTNOST VHS-A I/ILI ZHN-A U ZONAMA ILI U UZGAJALISTIMA U NEODOBRENIM ZONAMA

Smijernice i kriterijumi za program sluzbenih zdravstvenih pregleda

1. Program zdravstvenih pregleda moze se zapoceti:

— nakon $to se sprovede program iskorjenjivanja VHS-a i/ili ZHN-a, u okviru kojeg se uklonila sva riba iz uzgajalista, sprovelo ¢iS¢enje,
dezinfekcija i odmor objekta prije ponovnog naseljavanja ribom porijekom iz odobrenih uzgajalista, ili

— u uzgajalistima u kojima u proS$losti nisu utvrdene infekcije virusima VHS-a ili ZHN-a.

2. Program zdravstvenih pregleda mora se zasnivati na klinickim pregledima i laboratorijskim ispitivanjima.

3. Program mora ukljugivati dva godis$nja zdravstvena pregleda u skladu sa smjernicama u skladu sa ovim prilogom.

4. Pri najmanje jednom od pregleda koji se obavljaju svake godine, na svakom se uzgajaliStu uzima 30 uzoraka tkiva riba i/ili ovarijalne
te€nosti.

5. Program zdravstvenih pregleda sprovodi se najmanje Cetiri godine na svim uzgajaliSstima u zoni odnosno na uzgajaliStu u
neodobrenoj zoni koja treba biti odobrena.

6. U svrhu sluzbenog priznavanja programa, ne smije se pojaviti ni utvrditi niti jedan slu¢aj VHS-a ili ZHN-a (bilo klini¢ka infekcija bilo
izolacija virusa).

DIO IV.
POSTUPAK TITRACIJE ZA PROVJERU OSJETLJIVOSTI CELIJSKIH KULTURA NA INFEKCIJU

Preporuceni postupci titracije:

Treba koristiti najmanje dva izolata virusa VHS-a i jedan izolat virusa ZHN-a.

Izolati trebaj da predstavljaju glavnu grupu virusa u Evropi, (npr. za virus VHS-a treba odabrati jedan patogeni izolat koji poti¢e od
kalifornijske pastrmke iz slatke vode i jedan izolat koji je patogen za romba iz morske vode, a za virus ZHN-a treba odabrati jedan
evropski soj koji je patogen za kalifornijsku pastrmku).

Treba koristiti dobro definisane izolate porijeklom iz Evrope.

Referentni izolati mogu se dobiti od referentne laboratorije EU za bolesti riba.

Serije virusa u ¢elijskim kulturama niske pasaze umnozavaju se u flaskovima za ¢elijsku kulturu na BF-2 ili RTG-2 ¢éelijama za virus
VHS-a i na EPC ili FHM ¢elijama za virus ZHN-a.

Treba koristiti medijum za celijsku kulturu s najmanje 10% seruma, a za inokulaciju treba koristiti niski MOI (< 1).

Kod punog citopatogenog efekta (CPE), virus se sakuplja centrifugiranjem supernatanta ¢elijske kulture na 2 000 x g 15 minuta, steriliSe
se filtriranjem kroz membranski filtar od 0,45 pm te raspodijeli u ozna¢ene krioepruvete, a virus se ¢uva na — 80°C.

Nedjelju dana nakon zamrzavanja, hladnom vodom otope se po tri epruvete svakog virusa pa se titriraju na odgovarajuéim celijskim
linijama, najmanje svakih Sest mjeseci ili ako se sumnja da je osjetljivost ¢elijske linije smanjena, svaki izolat virusa mora se rastvoriti i
titrirati.

Postupci titracije moraju se detaljno opisati i svaki put se mora primijeniti isti postupak.

Titracija sa razrjedenjem do zavrsne tacke treba uklju€ivati najmanje $est ponavljanja u svakoj fazi razrjedenja.

Titri se porede sa prethodno dobijenim titrima, a ako titar bilo kojeg od tri izolata virusa padne za faktor od 2 log ili viSe u odnosu na
pocetni titar, ¢elijska se linija ne bi trebala viSe koristiti u svrhu nadziranja.

Ako se u laboratoriji drze razli€ite celijske linije, svaku bi liniju trebalo ispitivati odvojeno.

Evidencija se ¢uva najmanje 10 godina.



AKRONIMI | SKRACENICE

|BF-2 || Miad ribe Lepomis macrochirus (¢elijska linija)

I CPE ” Citopatogeni efekat

‘ RLEU ” Referentna laboratorija EU za bolesti riba

I ELISA ” Imunoenzimski test

|EPC || Epithelioma papulosum cyprini (¢elijska linija)
I FHM ” Pimephales promelas (Celijska linija)
I FITC ” Fluorescein izotiocijanat

‘ Hepes ” N-2-hidroksietil-piperazin-N’-2-etan sulfonska kiselina

‘ RP ” Peroksidaza rena
‘ IF ” Imunofluorescencija
‘ IFAT ” Metoda indirektne fluorescencije za dokazivanje antitijela

‘ ZHN (V) ” Zarazna hematopoetska nekroza (virus)

‘ ZNG (V) ” Zarazna nekroza gusterace (virus)

‘ MEM ” Minimalni esencijalni medijum

‘ MOl ” ViSestrukost infekcije (odnos izmedu broja dodanih €estica infektivnog virusa i poznatog broja ¢elija u kulturi)

‘ OPD ” Orto-fenilendiamin

‘ PBS ” Fizioloski rastvor puferisana fosfatnim puferom

‘ RTG-2 ” Gonade kalifornijske pastrmke (¢elijska linija)

‘ RT-PCR ” Lan¢ana reakcija polimeraze uz reverznu transkripciju

‘ Tris-HCI ” Tris-(hidroksimetil)-aminometan — HCI

‘ TRITC ” Tetrametil-rodamin-izotiocijanat

‘VHS(V) ” Virusna hemoragic¢na septikemija

PLANOVI UZORKOVANJA | DIJAGNOSTICKE METODE ZA OTKRIVANJE | POTVRBIVANJE PRISUTNOSTI BOLESTI
MEKUSACA BONAMIOZE (BONAMIA OSTREAE) | MERTEILIOZE (MARTEILIA REFRINGENS)

Planovi uzorkovanja i dijagnosticke metode koje se sprovode ukljuéujuci tehnike, postupke ispitivanja i koriS§¢enje medijuma, njihova
standardizacija i tumacenje rezultata, za otkrivanje i potvrdivanje prisustva bolesti bonamioze (Bonamia ostreae) i merteilioze (Marteilia
refringens) kod mekuSaca u slu€aju znatnih uginuca i radi priznavanja odobrenih (slobodnih) zona i uzgajaliSta, sprovode se u skladu sa
Dijagnosti¢kim priruénikom za bolesti akvatic¢kih Zivotinja Svjetske organizacije za zdravlje Zivotinja (OIE), Dio 2., Odjeljak 2.2 Bolesti
mekusSaca:Poglavlje 1.2 (Opsti podaci), Poglavlje 2.1.1.(bonamioza) i Poglavlje 2.2.4. (merteilioza).



UCESTALOST NADZORA NAD UZGAJALISTIMA | PODRUCJIMA ZA UZGOJ MEKUSACA

Prilog 5

Prisutne vrste

Zdravstveni status

Nivo rizika

Nadzor (engl.
surveilance)

Preporuéena ucestalost
inspekcijskih pregleda
zaribu

Preporu¢ena ucestalost
inspekcijskih pregleda za Skoljke

Napomene

Nema vrsta prijemcivih |Kategorija | Nizak Pasivni jednom svake Cetiri godine jednom svake Cetiri godine
na bolesti sa liste iz Status slobodan od bolesti
Priloga | ovog pravilnika
Prijem¢ive vrste na Kategorija | Visok Aktivni, ciljani |dva puta godiSnje jednom godisnje
jednu ili viSe bolesti sa |Status slobodan od bolesti Sredni ili pasivni ‘ednom godignie =dnom svake dviie godine
liste iz Priloga | ovog / ! 9 ! ! €9
pravilnika Nizak jednom svake dvije godine jednom svake dvije godine
Kategorija Il Visok Ciljani dva puta godi$nje jednom godisnje
Nije proglasen slobodnim od bolesti, ali je - - — - m -
obuhvacen programom nadzora Srednji jednom godisnje jednom svake dvije godine
Nizak jednom svake dvije godine jednom svake dvije godine
Kategorija Il Visok Aktivni tri puta godisnje dva puta godi$nje
Nije poznato da je zarazen, niti je m o - o
obuhvacen programom nadzora Srednji dva puta godisnje jednom godi$nje
Nizak jednom godis$nje jednom svake dvije godine
Kategorija IV Visok Ciljani jednom godisnje jednom godisnje
Zarazen, ali je obuhvacen programom m - m - - m -
iskorjenjivanja bolesti Srednji jednom svake dvije godine jednom svake dvije godine
Nizak jednom svake dvije godine jednom svake dvije godine
Kategorija V Visok Pasivni jednom godisnje jednom godisnje
Zarazen. Srednji jednom svake dvije godine jednom svake dvije godine
Nizak jednom svake dvije godine jednom svake dvije godine

Preporu¢ena ucestalost inspe-
kcijskih pregleda primjenjuje se
ne dovodeéi u pitanje posebne
zahtjeve za svaki pojedini zdra-
vstveni status, koji se po
moguénosti kombinuju sa inspe-
kcijskim pregledima iz ¢lana 25
ovog pravilnika

Cilj inspekcijskih pregleda je pro-
viera usaglasenosti sa ovim
pravilnikom, provjera zdravstve-
nog statusa Zivotinja, savjetova-
nja subjekta u poslovanju akva-
kulturom o pitanjima vezanim za
zdravlje vodenih Zivotinja i, po
potrebi, preduzimanje potrebnih
veterinarskih mjera.
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Nivoi rizika

(1) Smatra se da je uzgajaliste ili podrucje za uzgoj mekusSaca visokoriziéno ako:

a) ima visoki rizik od Sirenja bolesti na druga uzgajalista ili na slobodnozivec¢e populacije ili od unosa bolesti sa drugih uzgajalista
ili slobodnozivuéih populacija;

b) radi u uslovima uzgoja koji bi mogli poveéati rizik od izbijanja bolesti (velika biomasa, niski kvalitet vode) ,imaju¢i u vidu
prisutne vrste;

c) prodaje zive vodene zivotinje za dalji uzgoj ili poribljavanje.
(2) Smatra se da je uzgajaliste ili podrucje za uzgoj mekuSaca srednjerizi¢no ako:

a) ima srednji nivo rizika od Sirenja bolesti na druga uzgajalista ili na slobodnozivuce populacije ili od unosa bolesti sa drugih
uzgajalista ili slobodnozivucih populacija;

b) radi u uslovima uzgoja koji nece poveéati opasnost od izbijanja bolesti (srednja biomasa i sredniji kvalitet vode) ,imajuéi u vidu
prisutne vrste;

c) prodaje zive vodene zivotinje uglavnom za ishranu ljudi.
(3) Smatra se da je uzgajalite ili podrucje za uzgoj mekuSaca niskorizi¢no ako:

a) ima nizak nivo rizika od Sirenja bolesti na druga uzgajalista ili na slobodnozivuce populacije ili od unosa bolesti sa drugih
uzgajalista ili slobodnozivucih populacija;

b) radi u uslovima uzgoja koji ne¢e poveéati opasnost od izbijanja bolesti (niska biomasa, dobri kvalitet vode),imaju¢i u vidu
prisutne vrste ;

c) prodaje zive vodene Zivotinje samo za ishranu ljudi.

Vrste zdravstvenog nadzora (eng. surveillance)

(1) Pasivni nadzor ukljuuje obavezno hitno prijavljivanje pojave ili sumnje na pojavu odredene bolesti ili svakog poveéanog uginuéa,
kada se obavezno sprovode mjere u slu¢aju sumnje na pojavu bolesti i epizootiolosko istrazivanje.
(2) Aktivni nadziror ukljuéuje:
a) rutinske inspekcijske preglede koje obavlja ovlas¢ena laboratorija;
b) pregled populacije Zivotinja akvakulture u uzgajalistu ili podru€ju za uzgoj meku$aca radi provjere postojanja klini¢kih znakova
bolesti;
c) uzimanje uzoraka radi dijagnostike u slu¢aju sumnje na bolest sa liste ili u sluaju poveéanog uginuéa uocenog tokom
inspekcijskog pregleda;
d) obavezno hitno prijavljivanje svake pojave ili sumnje na pojavu odredene bolesti ili svakog poveéanog uginuca.
(3) Ciljani nadzor ukljuéuje:
a) rutinske inspekcijske preglede koje obavlja ovlas¢ena laboratorija;
b) uzimanje propisanih uzoraka zZivotinja akvakulture i njihovo ispitivanje na jedan ili viSe specifi¢nih patogena utvrdenim
metodama;
c) obavezno hitno prijavljivanje pojave ili sumnje na pojavu odredene bolesti ili svakog pove¢anog uginuca.
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