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COMISION

DECISION DE LA COMISION
de 13 de junio de 2003

por la que se establecen los criterios para la delimitacién de zonas y la adopcion de medidas
oficiales de vigilancia ante la sospecha o la confirmacién de anemia infecciosa del salmén (AIS)

[notificada con el miimero C(2003) 1831]

(Texto pertinente a efectos del EEE)

(2003/466/CE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 91/67/CEE del Consejo, de 28 de enero de
1991, relativa a las condiciones de policia sanitaria aplicables a
la puesta en el mercado de animales y de productos de la acui-
cultura ("), cuya tltima modificacién la constituye el Regla-
mento (CE) n° 806/2003 (3, y, en particular, su articulo 15,

Vista la Directiva 93/53/CEE del Consejo, de 24 de junio de
1993, por la que se establecen medidas comunitarias minimas
de lucha contra determinadas enfermedades de los peces (),
cuya tltima modificacién la constituye la Decision 2001/288/
CE de la Comision (*), y, en particular, el apartado 2 de su
articulo 5 y su articulo 6,

Considerando lo siguiente:

(1) La Directiva 93/53/CEE establece que las operaciones de
muestreo y los andlisis de laboratorio para la deteccion
de enfermedades de las listas 1 y II del anexo A de la
Directiva 91/67/CEE deben llevarse a cabo segin los
métodos fijados de conformidad con el articulo 15 de la
Directiva 91/67/CEE.

(2)  Los planes de muestreo y los métodos de diagndstico
para la deteccién y la confirmaciéon de la septicemia
hemorrdgica virica (SHV) y la necrosis hematopoyética
infecciosa (NHI), enfermedades de peces de la lista II, se
establecen en la Decision 2001/183/CE de la Comi-
sién ().

(3)  De acuerdo con el apartado 2 del articulo 5 y el articulo
6 de la Directiva 93/53/CEE, todas las piscifactorias
situadas en la misma cuenca hidrografica o zona costera
que otra piscifactorfa donde se sospeche o se haya
confirmado la infeccion por el virus de la anemia infec-
ciosa del salmén (AIS) deberdn ser colocadas bajo vigi-

() DOL 46 de 19.2.1991, p. 1.
() DOL 122 de 16.5.2003, p. 1.
() DO L 175 de 19.7.1993, p. 23.
( DOL 99 de 10.4.2001, p. 11.
() DO L 67 de 9.3.2001, p. 65.

lancia oficial. Es preciso por lo tanto establecer los crite-
rios para la delimitacién de zonas y la aplicacion de las
medidas oficiales de vigilancia.

(4)  Se ha consultado a expertos en cuestiones ictiosanitarias
y de laboratorio para establecer los planes de muestreo y
los métodos de diagndstico para la deteccion y la confir-
macion de AIS, asi como para determinar los criterios de
delimitacién de zonas y aplicacién de medidas oficiales
de vigilancia ante la sospecha o la confirmacién de la
AIS. Es preciso tener asimismo en cuenta las directrices
para el diagnédstico de la AIS establecidas en la dltima
edicion del Manual de diagndstico de enfermedades de
animales acudticos de la Oficina internacional de epizoo-
tias (OIE).

(5)  Debe preverse un plazo suficiente para la aplicacion de
estas nuevas disposiciones.

(6)  Las medidas previstas en la presente Decision se ajustan
al dictamen del Comité permanente de la cadena alimen-
taria y de sanidad animal.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISION:

Articulo 1

Los planes de muestreo y los métodos de diagndstico para la
deteccion y la confirmacion de la anemia infecciosa del salmén
(AIS), asi como los criterios de delimitacién de zonas y aplica-
cion de medidas oficiales de vigilancia ante la sospecha o la
confirmacién de AIS se establecen en el anexo de la presente
Decision.

Articulo 2

La presente Decision se aplicard el 23 de octubre de 2003.
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Articulo 3

Los destinatarios de la presente Decision serdn los Estados miembros.

Hecho en Bruselas, el 13 de junio de 2003.

Por la Comision
David BYRNE

Miembro de la Comision
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ANEXO

planes de muestreo y métodos de diagnéstico para la deteccién y la confirmacién de la anemia infecciosa del
salmén (AIS) y criterios de delimitacién de zonas y aplicacién de medidas oficiales de vigilancia ante la
sospecha o la confirmacién de AIS

INTRODUCCION Y DEFINICIONES

El presente anexo:

a) establece las directrices y los requisitos minimos de los planes de muestreo y los métodos de diagndstico para la
deteccion y la confirmacion de la AlS;

A=»

integra las disposiciones y definiciones de las Directivas 91/67/CEE y 93/53/CEE;

Ke¥

establece disposiciones para el diagndstico adecuado, el control y la vigilancia de la AIS, en caso de sospecha o confir-
macion de esa enfermedad;

&

se dirige tanto a las autoridades responsables de la lucha contra la AIS como al personal de laboratorio que lleva a
cabo los andlisis relacionados con esta enfermedad. Para ello, hace especial hincapié en los procedimientos de mues-
treo, los principios y la aplicacion de los andlisis de laboratorio, la evaluacién de los resultados de éstos y las técnicas
de laboratorio detalladas. No obstante, cuando lo consideren apropiado, los laboratorios podrn introducir modifica-
ciones en los andlisis que se describen en el presente anexo, e incluso efectuar andlisis diferentes, siempre que puedan
demostrar que éstos son de igual o superior sensibilidad y especificidad. Ademds, se establecen los criterios para la
delimitacién de zonas y la adopcién de medidas de vigilancia ante la sospecha o la confirmacion de AIS.

A efectos del presente anexo, se entenderd por:

«Cuenca hidrografica»: la totalidad de la cuenca hidrogréfica, desde el nacimiento de las vias fluviales hasta el mar, o una
parte de una cuenca hidrogrifica, desde el nacimiento de las vias fluviales hasta una barrera natural o artificial que
impida la migracién de los peces a partir de esa barrera.

«Zona costera»: parte de la costa, de las aguas maritimas o de un estuario con una delimitacién geografica precisa, consis-
tente en un sistema hidrodindmico homogéneo o una serie de sistemas de tales caracteristicas.

En la parte I se establecen los principios generales y los criterios para el diagnéstico y la confirmacién de la AlIS, asi
como los criterios para la delimitacién de zonas y la aplicacién de medidas oficiales de vigilancia ante la sospecha o la
confirmacién de AlS.

En la parte II se establecen las inspecciones y operaciones de muestreo que deben llevarse a cabo para detectar la AIS.
En la parte III se establecen los métodos que deben utilizarse para el examen viroldgico.
En la parte IV se describe el procedimiento de examen de las muestras mediante RT-PCR para la deteccion de la AIS.

En la Parte V se describe el protocolo que debe utilizarse para el examen de las improntas de rifion mediante IFAT
(prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes) con vistas a la deteccion de la AIS.

La Parte VI incluye la metodologia para la histologia.

En la Parte VII se presenta una lista de las siglas y acronimos utilizados.

. Criterios para el diagnéstico de la AIS, la delimitacién de zonas y el establecimiento de ciertas medidas de
lucha contra la enfermedad y de las medidas oficiales de vigilancia

L1.  Principios generales para el diagndstico de la AIS

En la parte 1.2 del presente anexo se sefialan los criterios que pueden dar lugar a sospechas fundadas de infec-
cién de los peces por el virus de la AIS. Los Estados miembros se asegurardn de que, ante la sospecha de que
algtin pez o piscifactorfa estdn infectados por el virus de la AlS, se lleva a cabo lo més pronto posible una
investigacion oficial para confirmar o descartar la presencia de la enfermedad, mediante inspecciones,
exdmenes clinicos, toma y seleccion de muestras y aplicaciéon de los métodos de andlisis de laboratorio esta-
blecidos en las partes Il a VI del presente anexo. Para confirmar oficialmente la presencia de la AIS, deberd
cumplirse cualquiera de las tres series de criterios fijados en la parte 1.3 del presente anexo.

1.2.  Sospecha de infeccidn con AIS

1.2.1. Deberd sospecharse la presencia de la AIS cuando se cumpla al menos uno de los criterios siguientes:

a) observaciones en la autopsia coherentes con la presencia de la AIS, con o sin signos clinicos de la
misma. Esas observaciones y los signos clinicos de la enfermedad deberan coincidir con los descritos
en la dltima edicién del Manual de diagndstico de enfermedades de animales acudticos de la OIE;

b) aislamiento e identificacion del virus de la AIS en un cultivo celular a partir de una sola muestra de
cualquiera de los peces de la piscifactorfa, segtin lo descrito en la parte III,
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¢) datos que indiquen con fiabilidad suficiente la presencia del virus de la AIS, obtenidos como resul-
tado de dos pruebas de laboratorio independientes, como RT-PCR (parte IV) e IFAT (parte V);

d) transferencia de peces vivos a una piscifactorfa donde existan motivos fundados para sospechar la
presencia de la AIS en el momento de la transferencia de los peces;

e) revelacién, a raiz de una investigacién, de vinculos epidemiolégicos importantes con piscifactorfas
en las que se sospeche o se haya confirmado la presencia de la AIS.

1.2.2. Podré descartarse toda sospecha de AIS cuando mediante investigaciones complementarias consistentes

al menos en un examen clinico mensual durante un periodo de seis meses no se hayan revelado més
pruebas significativas de la presencia de la AlS.

Confirmacidn de la AIS

Se considerard confirmada la presencia de AlS cuando se cumplan los criterios indicados en las letras a), b) o

):

a)

=

o

observacion de signos clinicos y resultados de la autopsia coherentes con la presencia de la AIS, con
arreglo a la dltima edicién del Manual de diagndstico de enfermedades de animales acudticos de la OIE, incluida
la presencia de peces muertos, débiles o con comportamientos anémalos o signos de anemia, o de otros
resultados de la autopsia y cambios patoldgicos, y deteccién de la AIS mediante uno o mds de los métodos
siguientes:

i) aislamiento e identificacion del virus de la AIS en un cultivo celular a partir al menos de una muestra
procedente de cualquier pez de la piscifactorfa, segtin se describe en la parte III;

i) deteccion del virus de la AIS mediante RT-PCR con arreglo a los métodos descritos en la parte IV,

iii) deteccion del virus de la AIS en tejidos o preparaciones tisulares mediante anticuerpos especificos
frente al mismo (por ejemplo, mediante la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes con
improntas de rifién segiin lo descrito en la parte V);

aislamiento e identificaciéon del virus de la AIS en dos muestras procedentes de uno o mds peces de la
piscifactoria, analizadas en ocasiones separadas con el método descrito en la parte II[;

aislamiento e identificacién del virus de la AIS al menos en una muestra procedente de cualquier pez de la
piscifactorfa con el método descrito en la parte III, y pruebas que confirmen la presencia del virus de la
AIS en preparaciones tisulares obtenidas a partir de cualquier pez de la piscifactoria mediante RT-PCR
(parte IV) o IFAT (parte V).

Criterio para el establecimiento y la revocacién de las zonas de control y de vigilancia oficial ante la sospecha y la confir-
macion de la AIS

1.4.1. Con el fin de establecer un programa oficial de vigilancia basado en el riesgo, los Estados miembros

establecerdn, en las inmediaciones de toda piscifactoria donde se sospeche o se haya confirmado
oficialmente la infeccién con AlIS, las zonas de control y de vigilancia apropiadas.

1.4.2. Las zonas por establecer se delimitardin mediante un andlisis casuistico de los riesgos de propagacion

posterior de la enfermedad. En funcién de la situacién epizootioldgica, la cuenca hidrografica o la zona
costera afectadas:

— se declarardn zonas de control, o
— podrdn, en las cuencas hidrogréficas o las zonas costeras extensas, dividirse en una zona de control

y otra de vigilancia, siempre que ello no ponga en peligro la prevencién de la propagacién de la
AlS.

Ademds, podran establecerse cuantas zonas de vigilancia adicionales se consideren necesarias fuera de
la cuenca hidrogréfica o la zona costera.

.4.3. Los principales factores que deberdn tomarse en consideracion para el establecimiento de las zonas

antes mencionadas son aquéllos capaces de influir en los riesgos de propagacion de la enfermedad
entre los peces salvajes y de piscifactorfa, como los siguientes: las cifras, tasa y distribucion de la morta-
lidad de peces en la piscifactorfa en la que se sospeche o se haya confirmado la presencia del virus de
la AIS, las causas de la mortalidad en la piscifactorfa afectada, la distancia a las piscifactorfas cercanas y
la densidad de las mismas, las piscifactorfas que se hallen en contacto, las especies existentes en las
piscifactorfas, los métodos de gestion aplicados en las piscifactorfas afectadas y cercanas, las condi-
ciones hidrodindmicas y otros factores de significaciéon epidemioldgica determinados en el contexto de
la investigacion epizodtica efectuada de acuerdo con el apartado 2 del articulo 5 y el articulo 8 de la
Directiva 93/53/CEE.
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L5.

1.4.4.

Para el establecimiento de zonas se empleardn los criterios minimos siguientes:

1.4.4.1. Los Estados miembros establecerdn las siguientes «zonas de control» a inmediata proximidad
de las piscifactorfas donde se haya confirmado la infeccién por el virus de la AIS:

— en las zonas costeras: la zona incluida en un circulo de un radio de al menos una amplitud
de marea, 0 5 km, centrado en la piscifactoria donde se haya confirmado la infeccién por
el virus de la AIS, o una zona equivalente segiin los datos hidrodindmicos o epidemiolé-
gicos apropiados, o

— en las zonas interiores: toda la cuenca hidrogréfica de la piscifactoria donde se haya confir-
mado la infeccién por el virus de la AIS; en las cuencas amplias, el Estado miembro podrd
limitar la extensién de la zona a ciertas partes de la cuenca hidrografica, siempre que ello
no ponga en peligro la prevencion de la propagacion de la AIS.

1.4.4.2. Se establecerd una «zona temporal de control» cuando se sospeche la presencia de AIS, con
arreglo a los criterios ya indicados para la «zona de control.

1.4.4.3. Cuando asi lo juzguen necesario, los Estados miembros establecerdn «zonas de vigilancia» fuera
de las zonas de control, en los lugares donde se considere suficiente una vigilancia menos
intensiva:

— en las zonas costeras: una zona circundante a la zona de control donde se superpongan
varias amplitudes de marea; o una zona circundante a la zona de control, incluida en un
circulo de un radio de 10 km. desde el centro de la zona de control; 0 una zona equiva-
lente determinada segtn los datos hidrodindmicos o epidemioldgicos adecuados, o

— en las zonas continentales: si se considera necesario, una zona ampliada situada fuera de la
zona de control establecida.

Periodo de reposo y revocacion de las zonas establecidas

L5.1.

Las autoridades competentes de los Estados miembros deberdn asegurarse de que todas las piscifac-
torfas situadas en la zona de control cumplen un periodo adecuado de reposo tras haber sido vaciadas
de peces y desinfectadas de la forma necesaria. La duracién de este perfodo en las piscifactorias donde
se haya confirmado la infeccién con AIS no deberd ser inferior a seis meses; su duracion en las demds
piscifactorfas de las zonas de control serd determinada por la autoridad competente tras una evaluaciéon
caso por caso. Cuando todas las piscifactorias de la zona de control hayan sido vaciadas, se aplicard un
periodo de al menos seis semanas de reposo sincronizada.

Ademds, la autoridad competente podrd disponer el reposo de las piscifactorias de las zonas de vigi-
lancia establecidas.

. Las zonas de control establecidas no podran ser revocadas ni repobladas hasta que todas las piscifac-

torfas de esas zonas hayan sido vaciadas de peces, desinfectadas del modo necesario y sometidas a un
periodo de reposo de conformidad con el punto L.5.1. Durante su repoblacién, las zonas de control se
convertirdn en zonas de vigilancia segin lo establecido en el punto 1.4.4.3.

. Las zonas temporales de control establecidas no podrdn revocarse hasta que no se haya despejado la

sospecha de AIS con arreglo a lo dispuesto en la parte 1.2.2. En caso de que se confirme la AIS de
acuerdo con la parte 1.3, las zonas temporales de control se convertirdn en zonas de control.

. Las zonas de vigilancia establecidas no podrdn revocarse hasta que hayan transcurrido dos afios desde

la revocacion de la zona de control.

Vigilancia oficial ante la sospecha o la confirmacién de AIS

L.6.1.

1.6.2.

En relacion con el apartado 2 del articulo 5 y el articulo 6 de la Directiva 93/53/CEE, y con el fin de
determinar la distribucion y la evolucion de la enfermedad tras la sospecha o la confirmacion de AIS
en una piscifactorfa, la autoridad competente o los servicios especializados en cuestiones ictiosanitarias,
en permanente consulta con la autoridad competente y bajo el control de la misma, deberdn aplicar a
todas las piscifactorfas situadas en las zonas establecidas un programa oficial de vigilancia basado en el
riesgo.

Con vistas a la aplicacién de este programa oficial de vigilancia y, en caso necesario, mediante inspec-
ciones sobre el terreno, la autoridad competente deberd identificar todas las piscifactorias de las zonas
establecidas y compilar un censo oficial de las especies, categorias y cantidades de peces criados en
dichas piscifactorfas, incluyendo en el mismo las cifras de mortalidad.
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1.6.3.

1.6.4.

Tras ese censo oficial inicial, las piscifactorfas situadas dentro de las zonas temporales de control que
se dediquen a la crfa de salmén atldntico (Salmo salar), o cualquier otra especie que, segtin la tltima
edicion del Cddigo sanitario para los animales acudticos de la OIE, sea sensibles a la AIS o portadora
potencial de esa enfermedad, presentardn cada 14 dias a la autoridad competente una declaracién sobre
la mortalidad en la piscifactorfa. El incremento de la mortalidad se declarard por dfa y jaula. La auto-
ridad competente procederd a investigar todo incremento significativo de la mortalidad en una piscifac-
torfa.

Si se confirma la sospecha, todas las piscifactorfas de la zona de control establecida presentardn a la
autoridad competente una declaracion semanal de mortalidad, desglosada por jaula y dia.

Las explotaciones de las zonas de vigilancia deberdn presentar una declaracién de mortalidad cada 14
dias a las autoridades competentes.

Ademds, a lo largo del afio se llevardn a cabo inspecciones peridicas en las zonas establecidas, con la
frecuencia que se indica en el cuadro 1. No obstante, en las épocas del afio cuyas condiciones climato-
l6gicas impidan la ejecucién de esas inspecciones, los Estados miembros podrin determinar otras
frecuencias en sus planes de emergencia.

Cuadro 1

Programa oficial de vigilancia

. . . . Nimero minimo de inspecciones
o - . Niimero minimo de inspecciones o
Ubicacion de la piscifactoria anuales tras la revocacion de la
anuales
zona de control
Zona de control 12
Zona de vigilancia 6 6
Zona temporal de control 6

El programa de vigilancia se ejecutard hasta que se revoquen las zonas.

Las inspecciones y las operaciones de seleccion, recogida, preparacion y envio de las muestras se efec-
tuardn conforme a lo descrito en las partes 1.1 a IL.4. El examen de las muestras se realizard de acuerdo
con las partes IIl a VL.

Inspeccién y toma de muestras

IL1.

Inspeccidn, seleccion y recogida de muestras en las piscifactorias donde se sospeche la presencia de AIS

IL1.1.

II.1.2.

IL.1.3.

Durante las inspecciones corrientes llevadas a cabo en el marco del programa oficial de vigilancia indi-
cado en la parte 1.6, y en las piscifactorias donde se sospeche la infeccién con AIS, todas las instala-
ciones de la piscifactorfa (jaulas, tanques o estanques) se inspeccionardn en busca de peces muertos,
débiles o con comportamientos anémalos. Siempre que sea posible, se procederd al examen de los
peces recientemente muertos (no descompuestos), débiles o con comportamientos anémalos con vistas
a la deteccion de signos clinicos o de observaciones de autopsia de AlS, segin lo descrito en la dltima
edicion del Manual de diagnéstico de enfermedades de animales acudticos de la OIE.

Cuando se observen signos clinicos recientes que correspondan a la AlS, o algin inspector o veteri-
nario tenga algtin otro motivo para sospechar que los peces pueden estar infectados, se tomardn mues-
tras de un minimo de diez peces. En la medida de lo posible, estas muestras procederdn de peces
recién muertos, débiles o que presenten un comportamiento anémalo. Si no existe un ndmero sufi-
ciente de peces clinicamente afectados, la muestra se completard con peces sanos extraidos de las
jaulas, tanques o estanques que presenten las mayores tasas de mortalidad o con peces que presenten
signos clinicos de la enfermedad.

Si se han registrado muertes recientes o se observa la existencia de peces débiles o con comporta-
mientos anémalos, pero los signos clinicos y las observaciones de la autopsia no corresponden a la
AIS, la toma de muestras no serd obligatoria, aunque, a discrecién del inspector o el veterinario, podrd
procederse a la misma con el fin de realizar un diagnostico diferencial.
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I1.1.4.

Cuando se sospeche que hay peces salvajes infectados con la AIS, los Estados miembros se asegurardn
de que se procede a la oportuna toma de muestras y al andlisis de éstas con los métodos clinicos y de
laboratorio apropiados que se establecen en las partes 11 y Il a VI con el fin de descartar o confirmar
la presencia de la enfermedad y determinar si ésta entrafia un riesgo significativo para los peces de
piscifactorfa.

IL.2.  Preparacién de las muestras

I1.2.1.

11.2.2.

I1.2.3.

11.2.4.

11.2.5.

Las muestras destinadas a su examen histoldgico se tomardn exclusivamente de peces recién muertos
que presenten signos clinicos o den lugar a observaciones de autopsia correspondientes a la enfer-
medad. Mediante un escalpelo, deberdn tomarse muestras de toda lesion externa o interna y, en todo
caso, del higado, el rifion medio, el corazén y el bazo, y transferirse a una solucién salina amortiguada
con formol al 8-10 % (volfvol). La relacién fijador tejidos deberd ser al menos de 20:1 para asegurar la
adecuada conservacion de los tejidos.

Deberdn extraerse, de todos los peces seleccionados, tejidos destinados al examen viroldgico. Las
muestras deberdn tomarse por duplicado con vistas a la corroboracién de los resultados. Los frag-
mentos de higado, rifién anterior, corazén y bazo se extraerdn del pez mediante un instrumento estéril
y se transferirdn a tubos de plastico que contengan nueve ml de solucién de transporte, es decir, un
medio de cultivo celular con antibidticos. Se considera adecuada a tal efecto una combinacion de
12,5 pg/ml' de fungizona, 200 Ul/ml-1 de polimixina B y 200 pg/ml-1 de kanamicina, pero
también pueden emplearse otras combinaciones de demostrada eficacia. Cada tubo con solucién de
transporte podrd contener tejidos de hasta cinco peces, lo que constituird una muestra conjunta. El
peso del tejido de cada muestra serd aproximadamente de 1,0 + 0,5 g.

Para su examen mediante IFAT, se tomardn improntas de rifion exclusivamente de peces recién
muertos, es decir, en un plazo de dos horas desde su muerte. Mediante instrumentos estériles, se
extraerd del pez un fragmento de rifién medio. El tejido se secard con papel absorbente para eliminar
restos de sangre y se colocard, ejerciendo presion repetidas veces, en un portaobjetos de vidrio
cubierto de poli-L-lisina. Las improntas deberdn estar juntas pero no superponerse, con el fin de
obtener una tnica capa continua de células. La sangre y los liquidos tisulares no se consideran material
pertinente para esta prueba. Se evitard dejar que la muestra de rifidn se escurra totalmente en el papel
absorbente, ya que ello puede provocar la coagulacion de la sangre y, como consecuencia, el depésito
de grandes cantidades de proteinas de suero en el portaobjetos. Las improntas se secardn al aire y se
mantendrdn en un ambiente fresco y seco cuando no vayan a fijarse inmediatamente. La fijacion de
las improntas se llevard a cabo en las 72 horas siguientes a la extraccion de la muestra del pez. Las
improntas también podran congelarse, una vez secadas al aire, y almacenarse durante un mes a una
temperatura de -20 °C antes de su fijacion.

Los peces que presenten signos de anemia podran ser aturdidos para la inmediata extraccion de mues-
tras de sangre heparinizada destinada a su examen hematoldgico, como la mediciéon del hematocrito.

Se extraerdn, de todos los peces que configuren la muestra, tejidos destinados al andlisis RT-PCR.
Mediante un instrumento estéril, se extraerd de cada pez un fragmento de rifién anterior o medio que
se transferird a un tubo para microcentrifugadora con 1 ml de solucién conservante del ARN de
demostrada eficacia. En cada tubo de solucién conservante podrdn recogerse muestras de hasta cinco
peces, lo que constituird una muestra conjunta. El peso del tejido de cada muestra se situard en torno
a 0,5 g. Cuando los peces sean demasiado pequefios para obtener una muestra del peso requerido,
podran tomarse fragmentos de rifién, corazon, bazo, higado o ciegos piloricos, por ese orden de prefe-
rencia, hasta alcanzar los 0,5 g.

1.3, Envio de las muestras de los peces

I1.3.1.

11.3.2.

I1.3.3.

Las muestras de sangre y los tubos con tejidos de peces para su examen viroldgico o su andlisis RT-
PCR se colocardn en contenedores aislados (por ejemplo, cajas gruesas de poliestireno), con la cantidad
suficiente de hielo o bloques de congelacién para asegurar que las muestras se mantienen frescas
durante su transporte al laboratorio. Deberd evitarse la congelacion, pero, en el momento de la recep-
cion, la caja de transporte debera seguir conteniendo hielo, o uno o mds de los bloques de congelacion
deberdn seguir total o parcialmente congelados. En circunstancias excepcionales, las muestras desti-
nadas al andlisis RT-PCR y al examen virologico podran ser congeladas instantdneamente y transpor-
tadas al laboratorio a una temperatura igual o inferior a -20 °C.

Los portaobjetos destinados a la IFAT se enviardn en cajas de portaobjetos con un desecante en canti-
dades suficientes para mantener las improntas secas y refrigeradas segtin lo antes indicado.

Si los tejidos de los peces se transportan en fijador para su examen histolégico, deberdn ser enviados
en tubos estancos colocados en contenedores resistentes al impacto, como cajas gruesas de poliesti-
reno.
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1.

11.3.4.

I.3.5.

1.3.6.

11.3.7.

11.3.8.

Salvo cuando las muestras hayan sido congeladas, el examen viroldgico deberd comenzar lo antes
posible y, en todo caso, antes de que hayan transcurrido 72 horas desde la recogida de las muestras.
La muestra destinada al andlisis corroborativo deberd almacenarse a una temperatura igual o inferior a
-20 °C en el momento de su llegada al laboratorio.

Los peces podrdn transportarse enteros al laboratorio si se cumplen durante su transporte los requi-
sitos de temperatura descritos en el punto II.3.1. Los peces enteros deberdn envolverse en papel absor-
bente y enviarse en una bolsa de pldstico, refrigerados de la forma antes mencionada.

También podrdn enviarse peces vivos, pero exclusivamente bajo la supervisién del servicio oficial.

Para el andlisis RT-PCR de los tejidos conservados en RNAlater, la extraccion de ARN deberd llevarse a
cabo dentro de determinados plazos, en funcién de las distintas temperaturas de almacenamiento. Esos
plazos se indican a continuacion:

— 37°C un dia,

— 25°C una semana,

— 4°C un mes,

— -20°C indefinidamente.

Todas las operaciones de envasado y etiquetado deberdn efectuarse adecuadamente con arreglo a la
normativa de transporte nacional e internacional vigente.

4. Extraccién del material de diagndstico suplementario

Con la autorizacion del laboratorio de diagnéstico, podrdn extraerse otros tejidos de los peces y prepararse
para la realizacién de exdmenes suplementarios.

Examen viroldgico

IL.1. Preparacion de las muestras

IIL.1.1.

1.1.2.

Cuando surjan dificultades practicas que imposibiliten la inoculacién de las células en un plazo de 72
horas a partir de la recogida de las muestras tisulares, se aceptard la congelacién de los tejidos a una
temperatura de —80 °C durante un periodo de hasta 28 dias. Antes de su examen, los tejidos deberdn
haber sido congelados y descongelados una sola vez.

Cada muestra (conjunto de tejidos en solucion de transporte) deberd homogeneizarse completamente
mediante una trituradora, una batidora o un mortero y centrifugarse entre 2000 y 4000 x g durante
15 minutos a una temperatura comprendida entre 0 y 6 °C; el sobrenadante deberd filtrarse
(0,45 pm) e incubarse con un volumen igual de una mezcla adecuadamente diluida de antisueros
frente a los serotipos aut6ctonos del virus de la NPI (necrosis pancredtica infecciosa). El titulo del anti-
suero deberd ser al menos de 1:2000 en una prueba de neutralizacién en placa del 50 %. La mezcla
deberd incubarse durante una hora a 15 °C. Esto constituye el indculo.

El tratamiento de todos los in6culos con antisuero frente al virus de la NPI (en algunas partes de
Europa, este virus se encuentra en el 50 % de las muestras de peces) tiene por objeto impedir que se
desarrollen efectos citopaticos (ECP) debidos al virus de la NPI en los cultivos celulares inoculados.
Semejante procedimiento acortard los exdmenes virologicos y reducird el nimero de casos donde la
presencia de ECP tendrfa que considerase un indicio potencial del virus de la AIS.

Cuando las muestras procedan de unidades de produccién consideradas libres de NPI, podrd omitirse
el tratamiento de los in6culos con antisuero frente al virus de la NPL

1.2. Inoculacién de los cultivos celulares

1.2.1.

Se cultivardn células SHK-1 (80 pases o menos) o TO en un medio L-15 que contenga un 5 % de
suero fetal bovino, un 2 % (v/v) de L-glutamina 200 mM y un 0,08 % (v/v) de 2-mercaptoetanol 50
mM en placas de 12 o 24 pocillos. Podran utilizarse otras lineas celulares de demostrada eficacia y
sensibilidad para el aislamiento del virus de la AIS, teniendo en cuenta la variabilidad de las cepas y la
capacidad de éstas para replicarse en distintas lineas celulares. La suspension de érganos tratada con
antisuero se inoculard en cultivos de células jovenes en fase de crecimiento activo para obtener una
dilucién final de material tisular en el medio de cultivo de 1:1000. De cada suspensién de 6rganos, se
afladirdn 40 pl de inéculo a un pocillo que contenga 2 ml de medio de cultivo. Para minimizar el
riesgo de contaminacion cruzada, se recomienda la utilizacion de diferentes placas de 12 o 24 poci-
llos para las muestras procedentes de distintas piscifactorias.
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1IL.3.

1I1.4.

IL5.

I1.2.2. Una de las placas se dejard sin inocular para utilizarla como control negativo. Otra placa se inoculard
con una cepa de referencia del virus de la AIS, como control positivo, de la manera que se indica a
continuacioén: 100 pl de preparacion madre del virus de la AIS (titulo minimo 107 TCID50/ml") se
inoculard en el primer pocillo y se mezclard bien. Cierto volumen de este material se transferird del
primer pocillo al segundo pocillo, para obtener una dilucién 1:10, y se mezclard bien. Esta operacién
se repetird en toda la placa hasta obtener seis diluciones decimales. La preparacién madre del virus de
la AIS podrd almacenarse a una temperatura de -80 °C durante al menos dos afios, pero, una vez
descongelada, deberd utilizarse en un plazo de tres dias. Nota: deberdn tomarse las precauciones nece-
sarias para evitar la contaminacion cruzada de las placas de prueba con el material de control posi-
tivo; para evitar semejante riesgo, los controles positivos se preparardn y manipulardn por separado
de las placas de prueba.

I11.2.3. Las muestras se incubardn a 14 + 2 °C hasta un mdximo de 15 dfas.

Microscopia

Los cultivos celulares se examinardn al microscopio para observar los ECP en dos ocasiones: la primera, entre
el quinto y el séptimo dia, y la segunda, entre el duodécimo y el decimocuarto dia tras la inoculacion. Si
alguna muestra conjunta presenta ECP, se iniciardn inmediatamente los procedimientos de identificacién del
virus (II1.6). Si, llegado el decimocuarto dfa, siguen sin observarse ECP, se procederd a la prueba de hemadsor-
cion (IIL4).

Hemadsorcion

La replicacion del virus de la AIS en los cultivos celulares no siempre produce ECP. Por lo tanto, cada pocillo
deberd ser sometido a una prueba de hemadsorcion, segin se describe a continuacién, o bien a una prueba
de inmunofluorescencia, segiin se describe en el punto I11.6.1.

II1.4.1. El medio de cultivo celular, incluido el de los controles positivos y negativos, se extraerd de cada
pocillo y se colocard en tubos estériles debidamente etiquetados. Se afiadirdn a cada pocillo 500 pl de
una suspension al 0,2 % (v[v) de eritrocitos lavados de conejo o de caballo, o de una suspension al
0,05 % (v[v) de eritrocitos lavados de trucha arco iris o de salmén atldntico, tras lo que se incubardn
a temperatura ambiente durante 45 minutos. Se extraerdn los eritrocitos y los pocillos se lavardn dos
veces con medio L-15. Cada pocillo se examinard al microscopio.

II1.4.2. La presencia de agregados de eritrocitos adheridos a la superficie de las células SHK-1 o TO se consi-
derard un indicio de presunta infeccion por un ortomixovirus. Si las pruebas de hemadsorcién arrojan
resultados positivos, se procederd inmediatamente a la realizacion de pruebas de identificacion de los
virus (IIL.6).

Subcultivo o pase

I1.5.1. El subcultivo se llevard a cabo entre los dias decimotercero y decimoquinto. Se afiadirdn 225 pl de
sobrenadante del cultivo a pocillos que contengan células SHK-1 jovenes en fase de crecimiento activo
en placas de 12 pocillos, y se incubardn a 14 + 2 °C durante un periodo maximo de 18 dias. Con un
microscopio, se examinardn los cultivos celulares para observar los ECP en dos ocasiones, la primera
entre los dias quinto y séptimo y la segunda entre los dias decimocuarto y decimoctavo. Si alguna
muestra conjunta presenta ECP, se iniciardn inmediatamente los procedimientos de identificacion del
virus (II.6). Si no se observan ECP entre los dias decimocuarto y decimoctavo, se realizard una prueba
de hemadsorcion (IL:4).

II1.5.2. Si se produce citotoxicidad en los siete primeros dias de incubacion, se procederd en esa fase al
subcultivo, y las células deberdn ser incubadas durante un periodo de 14 a 18 dias, y nuevamente
subcultivadas con otro periodo de incubacién de 14 a 18 dias. Si la citotoxicidad se produce después
de 7 dias, el subcultivo se efectuard una sola vez, y las células se incubardn para alcanzar el plazo
total de 28 a 36 dias desde la inoculacion primaria.

I1.5.3. Si se produce contaminacién bacteriana en el cultivo primario, deberd volver a prepararse la prueba
empleando la muestra homogeneizada de tejido almacenada a - 80 °C. Antes de la inoculacién, la
muestra homogeneizada de tejido se centrifugard a 4 000 x g durante 30 minutos a una temperatura
comprendida entre 0 y 6 °C y el sobrenadante se filtrard a 0,22 pm. Si se produce contaminacién
bacteriana durante la fase de subcultivo, el sobrenadante se filtrard a 0,22 pm, se inoculard en células
jévenes y se incubard durante otro periodo de 14 a 18 dias.
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IIL.6. Pruebas de identificacion del virus

Si se observan indicios de ECP en cualquiera de las fases, o si la prueba de hemadsorcién arroja resultados
positivos, se procederd a la identificacién del virus. Los métodos idéneos para la identificacion del virus de la
AIS son IF (II.6.1) y RT-PCR (Parte IV). Si se considera posible la presencia de otros virus, se recomienda la
realizacién de pruebas suplementarias para la identificacién de los mismos. Si estas pruebas no permiten la
identificacion definitiva del virus en una semana, el sobrenadante deberd enviarse a un laboratorio nacional
de referencia o al laboratorio comunitario de referencia para enfermedades ictioldgicas con vistas a su inme-
diata identificacion.

I.6.1. IF (Inmunafluorescencia)

II1.6.1.1. Se cultivardn células SHK-1 (80 pases o menos) o To en un medio L-15 que contenga un

5% de suero fetal bovino, un 2 % (v/v) de L-glutamina 200 mM, y un 0,08 % (v/v) de 2-
mercaptoetanol 50 mM, en placas de 24 o 96 pocillos, y con una confluencia superior al
50 %. También podrdn utilizarse otras lineas celulares o medios de cultivo de demostrada
eficacia. Se afadirdn a dos pocillos 225 pl de sobrenadante de un cultivo supuestamente
infectado, se mezclard el conjunto y se transferirdn 225 pl a otros dos pocillos, es decir,
una dilucién 1:5. Otros dos pocillos se dejardn sin inocular para que sirvan de controles.
Las muestras procedentes de distintas piscifactorfas se manipulardn en placas separadas, lo
mismo que el virus de control. Este se obtendrd mediante una cepa de referencia del virus
de la AIS.

II1.6.1.2. Las placas se incubardn a 14 £ 2 °C y se examinardn al microscopio durante un periodo de

siete dias como mdximo. Cuando se observen ECP al inicio, o no se observen tales efectos
en el plazo de siete dias, la fase siguiente serd la fijacion. Para ello, los pocillos se lavardn
con PBS y se fijardn mediante incubacién con acetona al 80 % durante 20 minutos a tempe-
ratura ambiente. Las placas deberdn secarse al aire y tefiirse inmediatamente o almacenarse
a una temperatura comprendida entre 0 y 6 °C durante un perfodo no superior a 24 horas
antes de la tincién.

111.6.1.3. Los pocillos duplicados se tefiirdn con anticuerpo monoclonal 3H6F8 frente al virus de la

AIS, u otro anticuerpo monoclonal de demostrada eficacia y especificidad, diluido en PBS e
incubado a 37 % 4 °C durante 30 minutos. Se extraerd el anticuerpo monoclonal y las placas
se lavardn tres veces con Tween 20 al 0,05 % en PBS. Se afiadird a cada pocillo conjugado
FITC con anti-IgG de ratén diluido en PBS y se incubard a 37 4 °C durante 30 minutos.
Nota: las diluciones de los distintos lotes de anticuerpo monoclonal y conjugado de FITC se
optimizardn en cada laboratorio. Se extraerd el anticuerpo y las placas se lavaran tres veces
con Tween 20 al 0,05 % en PBS.

I11.6.1.4. Los pocillos se examinardn inmediatamente mediante un microscopio invertido preparado

para microscopia de fluorescencia con un filtro adecuado para la excitacién de FITC. La
prueba se considerard positiva si se observan células fluorescentes. Para que la prueba sea
vélida, los controles positivos deberdn dar resultados positivos y los controles negativos
resultados negativos.

IV. Examen de las muestras mediante RT-PCR

IV.1. En esta seccién se describen los métodos necesarios para la amplificacion por PCR de parte del segmento 8 del genoma
del virus de la AIS que puede realizarse con tejidos de peces con virus de la AIS en cultivos

IV.1.1. Extraccion del ARN

a)

=

Se extraerd el RNAlater de cada muestra. Se afiadird un ml de agua destilada (dH,0) tratada con
DEPC a cada tubo; los tubos se centrifugardn a 13 000 rpm durante cinco minutos a una tempe-
ratura comprendida entre 0y 6 °C;

se extraerd el sobrenadante de cada muestra y se afiadirdn 800 pl de TRIzol (Invitrogen), u otro
reactivo de igual o mayor eficacia, a cada muestra y a un tubo de control que contenga material
de control adecuado (400 pl de dH,0 o una muestra homogeneizada de rifiones de peces libres
de patdgenos especificos). En caso necesario, los tejidos se disgregardn mediante un repetido pipe-
teado. Los tubos se incubardn a temperatura ambiente durante cinco minutos. Se afiadirdn 160 pl
de cloroformo a los tubos, los cuales deberdn agitarse vigorosamente durante tres minutos y
después centrifugarse a 13 000 rpm durante 15 minutos, a una temperatura comprendida entre 0
y 6 °C

la capa acuosa superior se transvasard a un tubo para microcentrifugadora etiquetado de 1,5 ml
con 500 pl de isopropanol; los tubos se incubardn durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugardn a 6 500 rpm durante 15 minutos a una temperatura comprendida entre 0 y
6°C
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IV.1.2.

IV.1.3.

IV.1.4.

IV.1.5.

d) se retirard el sobrenadante y se afiadird un ml de etanol al 75 % al precipitado de ARN. A conti-
nuacion, los tubos se centrifugardn a 6 500 rpm durante cinco minutos a una temperatura
comprendida entre 0y 6 °C;

e) se retirard el sobrenadante y los tubos se dejardn abiertos durante aproximadamente tres minutos
para dejar que se evapore el etanol restante. Se afiadirdn 15 pl de dH,O tratada con DEPC para
volver a suspender el precipitado, agitdindolo brevemente en caso necesario;

f) se utilizard un espectrofotometro para calcular la concentracién de ARN y la pureza de las mues-
tras. Las densidades Opticas se medirdn a 260 y 280 nm;

g) el ARN que vaya a utilizarse inmediatamente (ese mismo dfa) podrd almacenarse temporalmente a
una temperatura comprendida entre 0 y 6 °C. El ARN que no se utilice en el momento deberd
almacenarse a -80 °C.

RT (Transcriptasa inversa)

a) Se diluirdn dos pg de ARN en dH,O tratada con DEPC en tubos para microcentrifugadora de
1,5 ml. Cuando la concentracién de ARN de la muestra sea demasiado baja para permitir el uso
de dos pg en la reaccién RT, se utilizard la mdxima cantidad posible de ARN. El ARN diluido se
incubard a una temperatura comprendida entre 55 y 60 °C durante 10 minutos;

b) a continuacion, los tubos que contengan el ARN se colocardn en hiclo y se les afiadirdn reactivos
RT para obtener concentraciones finales de 1x amortiguador, 1mM de dNTP, 100 ng de
hexdmeros al azar, 20 U de inhibidor de la RNasa y 200 U de MMLV-RT en un volumen total de
20 pl;

¢) los tubos se incubardn a 37 °C durante una hora;

d) el ADN complementario se almacenard a una temperatura comprendida entre 0 y 6 °C hasta el
momento necesario y se utilizard para la PCR lo antes posible.

PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)

a) Se afiadirdn cinco pl de ADN complementario a 45 pl de mezcla PCR para obtener concentra-
ciones finales de 1x amortiguador, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 25 pmol de cada
cebador y 1U de polimerasa Taq. Los cebadores son AIS+ (5-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-
AAT-C-3") (cebador directo) y AIS- (5'-GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3') (cebador reverso).
Se incluirdn controles negativos para las fases de extraccion, RT y PCR;

b) los tubos se colocardn en una estufa termostatica programada a 94 °C durante cinco minutos, a lo
que seguirdn 35 ciclos de 94 °C durante un minuto, 55 °C durante un minuto y 72 °C durante um
minuto con una incubacién final a 72 °C durante cinco minutos.

¢) los resultados de la PCR se evaluardn por electroforesis en un gel de agarosa al 2 % con bromuro
de etidio e incluyendo marcadores de tamafio junto a las muestras y los controles negativos de las
fases RT y PCR. Un solo producto de PCR de 155 bp se considerard indicativo de la presencia de
ARN del virus de la AIS. Se considerard también que las muestras que presenten un producto
adicional de 310 bp pueden contener ese virus. Las muestras que generen mdltiples productos de
la PCR, incluido por lo menos uno de aproximadamente 155 bp, pueden contener ARN del virus
de la AIS. Estas muestras podrdn ser objeto de nuevas investigaciones mediante sondas de ADN o
secuenciaciéon de nucledtidos.

Confirmacién por PCR del aislamiento del virus de la AIS en los cultivos tisulares

Si se han observado ECP plenos durante el examen viroldgico de las muestras de tejidos en las células
SHK-1, se retirardn del pocillo 400 pl de sobrenadante y se colocardn en un tubo estéril de 1,5 ml.
Se extraerd de esta muestra el ARN con arreglo a lo indicado en el punto IIL.1 y se procederd a la
prueba RT-PCR. Si se utilizan cultivos sin efectos citopdticos plenos, se retirard el sobrenadante, se
raspardn las células de la superficie del pocillo o el matraz y se colocardn en un tubo estéril de
1,5 ml para la extraccién del ARN y la RT-PCR.

Confirmacién de los productos de la PCR mediante sonda del ADN

a) La especificidad de un producto de la PCR de 155 bp puede determinarse mediante sondeo con
un oligonucledtido que se hibride en una regién del producto de la PCR, mds alld de los ceba-
dores. Los productos de la PCR se someterdn a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % junto
con los marcadores de tamafio y los controles negativos de las fases RT y PCR;
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IV.1.6.

b) el ADN se transferird mediante la técnica de borrones de Southern a una membrana y el oligonu-
cle6tido marcado (5'-CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGA AGGTG-3') se incubard con la
membrana una vez realizados los pasos de prehibridacion apropiados;

¢) la sonda no unida y unida de forma inespecifica se lavard de la membrana y se visualizard la sonda
unida;

d) la unién de la sonda a un fragmento de 155 bp (y de 310 bp, si estd presente) constituird una
prueba de la especificidad de la PCR e indicard la presencia de ARN del virus de la AIS en la
muestra.

Secuenciaciéon de nucleétidos de productos de la PCR

La especificidad de la PCR puede determinarse mediante el examen de la secuencia de nucleétidos del
producto de la PCR de 155 bp.

a,

b

=

El producto de la PCR se purificard del gel o la solucién de agarosa;

=

el fragmento se secuenciard utilizando los mismos cebadores utilizados en la PCR, o cebadores
vectores si, de forma previa a la secuenciacion, han sido clonados en un vector;

¢) la secuencia de nucleétidos se comparard con la del segmento 8 del virus de la AIS disponible en
la base de datos de secuencias de nucledtidos del EMBL (ntimeros de acceso Y10404, AJ012285 y
AJ242016);

&

la presencia de una secuencia correspondiente a la del segmento 8 del virus de la AIS constituye
una prueba de que la muestra contenfa ARN del virus de la AIS.

V. Examen de las improntas de rifion mediante IFAT

V.1.

V.2.

V.3.

Se ha establecido el protocolo siguiente para el examen de las improntas de rifion mediante IFAT

Preparacion y tincién de las improntas

V.2.1.

V.2.2.

Las muestras de los portaobjetos se fijardn en acetona o metanolacetona (1:1) durante tres minutos y
se secardn al aire. Antes de la tincidn, se examinardn las muestras y las zonas apropiadas de los porta-
objetos se circunscribirdn con un rotulador ImmEdge™ o similar, y se dejardn secar al aire. A conti-
nuacion, las muestras se colocardn en una solucién bloqueadora (PBS con un 6 % de leche desnatada
y un 0,2 % de Tween 20) y se incubardn, agitindolas suavemente durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Cada muestra se dejard escurrir y se colocard horizontalmente en una caja de portaobjetos
que contenga papel de seda mojado para mantener una atmosfera hiimeda.

Cada impronta se cubrird con una solucién de anticuerpo monoclonal 3H6F8 frente al virus de la AIS
(u otro anticuerpo de especificidad y eficacia demostradas) y la caja de portaobjetos se cerrard e
incubard, para lo que se agitard durante 60 minutos a temperatura ambiente. En condiciones
normales, el anticuerpo estard diluido entre el 1:10 y el 1:100 en una solucién con un 1 % de leche
desnatada, pero la dilucién real se determinard en cada lote. Los portaobjetos se lavardn tres veces
durante dos minutos con Tween 20 al 0,1 % en PBS. Cada impronta se cubrird con una solucién que
contenga conjugado de FITC con Ig de cabra anti-ratén diluido al 1:1000 en una solucién con un 1 %
de leche desnatada y se incubard en medio hiimedo durante 60 minutos a temperatura ambiente. Los
portaobjetos se lavardn tres veces durante dos minutos con Tween 20 al 0,1 % en PBS. Cada muestra
se cubrird con solucién Citifluor™ [500 pl de Citifluor™ mezclado con 1,5 ml de Tween 20 al 0,1 %
(v[v) en PBS] u otro medio de montaje adecuado durante 10 minutos. Los portaobjetos se lavardn 3
veces en PBS con Tween 20 al 0,1 % en PBS. Si se requiere una tincién de contraste, cada impronta
podra cubrirse con yoduro de propidio (0,01 mg/ml) en PBS con Tween 20 al 0,1 % e incubarse
durante tres minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavardn tres veces durante dos
minutos en PBS con Tween 20 al 0,1 %. A continuacién, se escurrirdn y se montardn en Citifluor™ u
otro medio de montaje adecuado. Los portaobjetos se almacenardn en lugar oscuro a una temperatura
de 4 °C antes de su examen microscépico.

Examen mediante microscopia de fluorescencia

Cada portaobjetos se examinard en un microscopio adecuado para la iluminacién epifluorescente que excite
el FITC y provoque la emision la fluorescencia verde caracteristica. Todos los campos situados dentro de las
zonas definidas con el rotulador ImmEdge™ se examinardn bajo objetivos x10 y x20, y las zonas sospechosas
(aquellas que presenten fluorescencia verde) volverdn a ser examinadas bajo un objetivo x40 con una ilumi-

nacion

de fase/fluorescente para asegurar que la tincidn fluorescente estd asociada a las células. Las coorde-

nadas del emplazamiento de las regiones sospechosas se anotardn para la posterior confirmacién de la natu-
raleza de la fluorescencia por parte de un segundo examinador. Tras el examen por el primer examinador,
los portaobjetos positivos o sospechosos serdn reexaminados por un segundo examinador, con vistas a la
confirmacién de los resultados.
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V.4.  Controles

V.4.1. Deberan incluirse tres tipos de controles junto con cada lote de portaobjetos tefiidos para IFAT:
— impronta de rifiones de salmones atldnticos no infectados (control negativo),
— cultivo de células SHK-1 u otro cultivo de células sensibles no infectadas (control negativo),

— cultivo de células SHK-1 u otro cultivo de células sensibles infectadas por el virus de la AIS

(control positivo).

V.4.2. A ser posible, se recomienda disponer de una impronta de rifién de un salmén atldntico infectado por

el virus de la AIS como control positivo adicional.

V.4.3. Si se obtiene un resultado positivo con un control negativo, la prueba se considerard invalida para
todos los portaobjetos del lote. Si todos los portaobjetos del lote, incluidos los controles positivos, son
negativos, la prueba se considerard invdlida para todos los portaobjetos del lote. Cuando el fallo de los
controles invalide un lote de portaobjetos, éstos serdn destruidos y volverd a realizarse una prueba

utilizando las improntas duplicadas.

V.5.  Examen de otros tejidos

Esta técnica puede aplicarse a otros tejidos de peces, como el higado, el bazo y el corazén, que permitirin
colocar en el portaobjetos una cantidad razonable de células endoteliales, leucocitos o linfocitos. El procedi-
miento de tincién serd el mismo para cada tejido, aunque con algunos quizd resulte preferible omitir la
tincién con yoduro de propidio y centrarse en la iluminacién de fase para identificar los tipos de células

presentes en la impronta.

Histologia

Las secciones fijadas en parafina se cortardn a cinco pm y se teflirdn con hematoxilina y eosina. Los cambios histo-
l6gicos asociados con la AIS se describen en la dltima edicion del Manual de diagndstico de enfermedades de animales

acudticos de la OIE.
Acrénimos y siglas
ADNC

ECP

DEPC

dNTP

FITC

IF

[FAT

OIE

NPI

AlS

PBS

ARN

RT-(PCR)

SHK-1

TCID,,

Acido desoxirribonucléico complementario
Efectos citopdticos

Dietilpirocarbonato

Desoxinucledtido trifosfato

Isotiocianato de fluoresceina
Inmunofluorescencia

Prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes
Oficina Internacional de Epizootias

Necrosis pancredtica infecciosa

Anemia infecciosa del salmén

Solucién salina amortiguada con fosfato
Acido ribonucleico

Transcriptasa inversa (reaccion en cadena de la polimerasa)
Células de rifién de salmén

Dosis infecciosa de cultivo tisular 50



