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Ecuador

Los aspec10s contenidos en el Convenio firmado de
ninguna manera podrán ser interpretados de modo con
trario a las normas legales internas del Estado ecua
toriano ni al ejercicio de su soberanía nacional.

Líbano

Declara que el Líbano no podrá permitir en ninguna
circunstancia el entierro de desechos tóxicos y otros
desechos en ninguna de las zohas sujetas a su autoridad
legal y en la que hayan sido introducidos ilegalmente.
En 1988 el Líbano decretó una prohibición total de la
importación de esos desechos y adoptó la Ley número
64/1988, de 12 de agosto, a tal efecto. En todas esas
situaciones el Líbano se esforzará por cooperar con los
Estados interesados y con los demás Estados partes,
de conformidad con las disposiciones de este tratado.

México

México firma «ad referéndum» el Convenio de Basilea
sobre el control de los movimientos transfronterizos de
los desechos peligrosos y su eliminación, porque tutela
debidamente sus derechos como Estado ribereño en las
zonas sometidas a su jurisdicción nacional. incluyendo
el mar territorial, la zona económica exclusiva y la pla
taforma continental y, en lo perteneciente el espacio
aéreo, así como el ejercicio en esas zonas de sus com
petencias normativas y administrativas en relación con
la protección y preservación del medio ambiente reco
nocidos por el derecho internacional y, en especial, el
derecho del mar.

México considera que con este Convenio se da un
importante adelanto en la protección del medio ambien
te, mediante la regulación jurídica de los movimientos
transfronterizos de desechos peligrosos, al establecer un
marco de obligaciones generales para los Estados Parte,
con vistas fundamentalmente a reducir al mínimo la
generación de desechos peligrosos y el movimiento
transfronterizo de éstos y asegurar su manejo ambien
talmente racional, promover la cooperación internacional
a esos fines; crear mecanismos de coordinación y segui
miento y regular la aplicación de procedimientos de solu
ción pacífica de controversias.

México espera, asimismo, que como complemento
indispensable del sistema normativo del Convenio, se
adopte cuanto antes un protocolo que, de conformidad
con los principios y normas del derecho internacional,
se establezcan los procedimientos apropiados en materia
de responsabilidad e indemnizacíón de los daños resul
tantes del movimiento transfronterizo y el manejo de
los desechos peligrosos.

Uruguay

El Uruguay firma «ad referéndum» el Convenio sobre
el control de los movimientos transfronterizos de los
desechos peligrosos y su eliminación porque tutela debi
damente sus derechos como Estado rib.ereño en las
zonas sometidas a su jurisdicción nacional, incluyendo
el mar territorial, la zona económica exclusiva y la pla
taforma continental y, en lo pertinente, el espacio aéreo
suprayacente, así como el ejercicio en esas zonas de
sus competencias normativas y administrativas en rela
ción con la protección y preservación del medio ambien
te reconocidos por el derecho internacional y, en espe
cial, el derecho del mar.

Venezuela

Venezuela encuentra que el Convenio que hemos
adoptado protege adecuadamente sus derechos sobe-

ranos, como Estado ribereño sobre las zonas sometidas
a su jurisdicción nacional, incluidos su mar territorial,
su zona económica exclusiva y plataforma continental,
yen lo pertinente, el espacio aéreo suprayacente. Tam
bién deja a salvo el Convenio el ejerCicio en esas zonas
de su competencia normativa y administrativa destinada
a proteger y preservar el medio ambiente y sus recursos
naturales en conformidad con el derecho interncional,
y, en particular, el derecho del mar.

Las declaraciones que faltan se publicarán oportu
namente en el «Boletín OfiCial del Estado».

El presente Convenio entró en vigor de forma general
el día 5 de mayo de 1992 y para España el 8 de mayo
de 1994 de conformidad con lo establecido en el artículo
25 (2) del Convenio.

Lo que se hace público para conocimiento general.
Madrid, 8 de septiembre de 1994.-EI Secretario

general técnico, Antonio Bellver Manrique.

MINISTERIO DE AGRICULTURA,
PESCA YALlMENTACION

20802 REAL DECRETO 1488/1994, de 1 de julio,
por el que se establecen medidas mínimas
de lucha contra determinadas enfermedades
de los peces.

Con el fin de garantizar el desarrollo regional del sec
tor de la acuicultura, contribuyendo a la protección de
la sanidad de los peces, es preciso establecer a escala
comunitaria las medidas de lucha a adoptar en caso
de aparición de una enfermedad.

Las enfermedades a tener en cuenta a la hora de
establecer medidas de lucha contra las mismas, son las
contempladas en el anexo A de la Directiva 91/67/CEE,
del Consejo, de 28 de enero, relativa a las condiciones
de policía sanitaria aplicables a la puesta en el mercado
de animales y productos de la acuicultura, modificada
por la Directiva 93/54/CEE, del Consejo, de 24 de junio,
e incluidas en el presente Real Decreto.

Dichas enfermedades pueden adquirir rápidamente
proporciones epizooticas, provocando elevados índices
de mortalidad, con la consecuente merma en la ren
tabilidad de la producción acuícola. Por lo tanto, han
de adoptarse medidas de lucha en el momento en que
se produzca la sospecha de presencia de una enferme
dad, de modo que se emprenda una acción inmediata
eficaz. Las medidas de lucha que permitan prevenir la
propagación de enfermedades pasan por el control rigu
roso del movimiento de peces y productos, la realización
de investigaciones epizootiológicas y la armonización del
diagnóstico.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, mediante
el presente Real Decreto, que se dicta al amparo de
la competencia atribuida al Estado en materia de bases
y coordinación general de la sanidad por el artículo
149.1.16." de la Constitución, se transpone al ordena
miento jurídico interno la Directiva 93/53/CEE del Con
sejo, que establece las medidas mínimas de lucha contra
determinadas enfermedades de los peces y se incorpora
la Decisión de la Comisión 92/532/CEE que establece
los planes de muestreo y los métodos de diagnóstico



BOE núm. 227 Jueves 22 septiembre 1994 29063

para la detección y confirmación de determinadas enfer
medades de los peces.

Por otra parte, ha sido sometido a consulta el sector
afectado por la presente disposición, de acuerdo con
la normativa vigente.

En su virtud. a propuesta del Ministro de Agricultura,
Pesca y Alimentación, de acuerdo con el Consejo de
Estado y previa deliberación del Consejo de Ministros.
en su sesión del día 1 de julio de 1994,

DISPONGO:

CAPITULO I

Disposiciones generales

Artículo 1.

El presente Real Decreto establece las medidas comu
nitarias mínimas de lucha contra las enfermedades de
los peces recog idas en las listas I y 11 del anexo A del
presente Real Decreto.

Artículo 2.

A efectos del presente Real Decreto, se aplicarán las
definiciones siguíentes:

1) Peces de acuicultura: Los peces vivos proceden
tes de una explotación, incluidos los de origen salvaje
destinados a una explotación.

2) Peces: Cualquier pez, cualquiera que sea su esta
do de desarrollo.

3) Productos de los peces de acuicultura: Los pro
ductos derivados de los peces de acuicultura, tanto si
están destinados a la cría como los huevos y gametos,
como si están destinados al consumo humano.

4) Explotación: El establecimiento o, de manera
general, toda instalación geográficamente delimitada en
la que se críen peces de la acuicultura.

5) Explotación autorizada: La explotación que haya
sido autorizada por la Comisión Europea.

6) Zona autorizada: La zona que haya sido auto
rizada por la Comisión Europea.

7) Puesta en el mercado: La posesión o exposición
para la venta. la puesta a la venta, la entrega, el des
plazamiento o cualquier otra forma de puesta en el mer
cado de la Unión Europea, excepto la venta al por menor.

8) Enfermedad de la lista 1: Enfermedad de los peces
mencionada en la lista I del anexo A.

9) Enfermedad de la lista 11: Enfermedad de los
peces mencionada en la lista 11 del anexo A.

10) Peces presuntamente infectadós: Peces que
presenten signos clínicos o lesiones «post mortem» o
reacciones dudosas en las pruebas de laboratorio que
permitan suponer con motivo la existencia de alguna
enfermedad de la lista I o de la lista 11.

11) Peces infectados: Peces en los que se confirme
oficialmente la presencia de alguna enfermedad de la
lista I o de la lista 11 como consecuencia de los exámenes
de laboratorio, o, en el caso de la anemia infecciosa
del salmón, tras un examen clínico y un examen "post
mortem)).

12) Explotación presuntamente infectada: Explota
ción que contenga peces presuntamente infectados.

13) Explotación infectada: Explotación que conten
ga peces infectados, así como las explotaciones que se
han vaciado y todavía no se han desinfectado.

14) Servicio oficial: El servicio veterinario o cual
quier otro servicio de nivel equivalente, designado por
la autoridad competente de las Comunidades Autóno-

mas, responsables de la ejecución de los controles pre
vistos en el presente Real Decreto.

Artículo 3.

Las Comunidades Autónomas adoptarán las medidas
para que todas las explotaciones dedicadas a la cría
o mantenimiento de peces que puedan contraer con
facilidad las enfermedades de la lista I o de la lista 11:

1) Sean registradas por el servicio oficial; este regis
tro será actualizado continuamente.

2) Lleven un registro:

a) De las entradas en la explotación de peces vivos,
huevos y gametos, con todos los datos sobre la entrega,
el número o peso, el origen, la fuente de suministro y
la talla de los peces.

b) De las salidas de la explotación de peces vivos,
huevos y gametos, con todos los datos sobre la expe
dición, el número o peso, el destino y la talla de los
peces.

c) De la mortalidad observada.

Este registro podrá ser examinado en cualquier
momento, a petición del servicio oficial. Deberá actua
lizarse regularmente y se mantendrá durante cuatro
años.

Artículo 4.

Las Comunidades Autónomas establecerán las medi
das oportunas para que la sospecha de la existencia
de una de las enfermedades de la lista I o de la lista 11
se notifique obligatoriamente y con la mayor brevedad
posible al servicio oficial.

CAPITULO 11

Medidas para combatir las enfermedades
de la lista I

Artículo 5.

1. Cuando en una explotación haya peces de los
que se sospeche que pueden estar infectados por una
de las enfermedades mencionadas en la lista 1. las Comu
nidades Autónomas adoptarán las medidas para que el
servicio oficial aplique inmediatamente los medios de
investigación oficial para confirmar o descartar la pre
sencia de la enfermedad, y especialmente el examen
clínico; en particular, efectuará o hará que se efectúen
las tomas de muestras adecuadas para los exámenes
de laboratorio.

2. En cuanto se le notifique la sospecha de la pre
sencia de ·Ia enfermedad. el servicio oficial pondrá la
explotación bajo vigilancia oficial y ordenará, en par
ticular, que:

a) Se elabore un censo oficial de todas las especies
y categorías de peces y que, con respecto a cada una
de ellas, se haga constar el número de peces muertos,
infectados o presuntamente infectados o contaminados'.
El propietario o poseedor deberá mantener actualizado
el censo a fin de que refleje el incremento de la población
o los nuevos casos de mortalidad durante el período
de presunta existencia de la enfermedad. La información
contenida en' el censo habrá de presentarse cuando así
se solicite y podrá verificarse en cada inspección.

b) No puedan entrar ni salir de la explotación peces
vivos o muertos ni huevos o gametos sin la autorización
del servicio oficial.
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e) La eliminación de los peces muertos o de sus
despojos sea supervisada por el servicio oficial.

d) Las entradas o salidas de piensos, utensilios, obje
tos uotras sustancias, como los desechos, que puedan
transmitir la enfermedad, queden sujetas, en caso nece
sario, a la autorización del servicio oficial. que establecerá
las condiciones necesarias para evitar la propagación
del agente patógeno.

e) Las entradas o salidas de personas de la explo
tación queden sujetas a la autorización del servicio ofi
cial.

f) Las entradas o salidas de vehículos de la explo
tación queden sujetas a la autorización del servicio ofi
cial. que establecerá las condiciones necesarias para evi
tar la propagación del agente patógeno.

g) Se utilicen medios de desinfección adecuados
en los lugares de entrada y salida de la explotación.

h) Se lleve a cabo una investigación epizootiológica
de conformidad con lo dispuesto en el. apartado 1 del
artículo 8.

i) Todas las explotaciones situadas en la misma
cuenca hidrográfica o zona costera queden sometidas
a vigilancia oficial, y ningún pez, huevo o gameto salga
de estas explotaciones sin la autorización del servicio
oficial. En el caso de las cuencas hidrográficas o de las
zonas costeras extensas, el servicio oficial podrá decidir
que la aplicación de esta medida se limite a una super
ficie menos extensa cercana a la explotación presun
tamente infectada, siempre y cuando dicha superficie
ofrezca las máximas garantías para prevenir la propa
gación de la enfermedad.

En todo caso, deberá comunicarse la sospecha a los
servicios oficiales de las Comunidades Autónomas veci
nas e igualmente, en caso necesario, al Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentación quien comunicará la
sospecha a los servicios oficiales de los Estados miem
bros vecinos o terceros países vecinos; en tal caso, los
servicios oficiales de los Estados miembros afectados
harán lo necesario para aplicar las medidas establecidas
en el presente artículo.

3. Hasta que entren en vigor las medidas oficiales
contempladas en el apartado 2, el propietario o el posee
dor de peces de los que se sospeche que están infec
tados por la enfermedad adoptará todas las medidas
necesarias para garantizar el cumplimiento de las dis
posiciones contempladas en el apartado 2, con exclusión
de los párrafos h) e i).

4. Las medidas contempladas en el apartado 2 deja
rán de aplicarse únicamente cuando se descarte oficial
mente la sospecha de la presencia de la enfermedad.

Articulo 6.

En cuanto se confirme oficialmente la presencia de
una de las enfermedades de la lista 1, las Comunidades
Autónomas lo comunicarán a la Dirección General de
Sanidad de la Producción Agraria y adoptarán las medi
das para que el servicio oficial. además de las medidas
mencionadas en el apartado 2 del artículo 5, ordene
la aplicación de las siguientes medidas:

a) En la explotación infectada:

1.° Deberán retirarse inmediatamente todos los ani
males.

2.° En el caso de explotaciones terrestres deberá
evacuarse el agua de todos los estanques para limpiarlos
y desinfectarlos.

3.° Todos los huevos y gametos, los peces muertos
y los peces que presenten signos clínicos de enfermedad
serán considerados materiales de alto riesgo y deberán
destruirse bajo control del servicio oficial. con arreglo

a las disposiciones del Real Decreto 2224/1993, de 17
de diciembre, sobre normas sanitarias de eliminación
y transformación de animales muertos y desperdicios
de origen animal y protección frente a agentes pató
genos en piensos de origen animal.

4.° Se matarán y destruirán todos los peces vivos,
bajo control del servicio oficial y con arreglo a las dis
posiciones del Real Decreto 2224/1993, de 17 de
diciembre, o bien, aquellos peces que hayan alcanzado
la talla comercial y no presenten signo clínico alguno
de enfermedad, serán sacrificados bajo control del ser
vicio oficial para su comercialización o transformación
con vistas a la alimentación humana.

En este último caso, el servicio oficial adoptará las
medidas para que se sacrifiquen dichos peces y se extrai
gan inmediatamente sus vísceras; para que tales ope
raciones se efectúen en condiciones de prevención de
la propagación de los agentes patógenos; para que los
desechos y despojos de los peces sean considerados
materiales de alto riesgo y se sometan a un tratamiento
de destrucción de los agentes patógenos, con arreglo
al Real Decreto 2224/1993, de 17 de diciembre; y para
que las aguas utilizadas se sometan a un tratamiento
que inactive los agentes patógenos que pudieran con-
tener. ,

5.° Tras la retirada de los peces, huevos y gametos,
se procederá a limpiar y desinfectar lo antes posible
los estanques, equipos y todo el material que pueda
haberse contaminado, de conformidad con las instruc
ciones establecidas por el servicio oficial, de modo que
se elimine cualquier riesgo de propagación o de super
vivencia del agente causante de la enfermedad. Los pro
cedimientos de limpieza y desinfección' de una explo
tación infectada se deterrninarán de conformidad con
el procedimiento comunitario. .

6.° Todas las sustancias mencionadas en el párrafo
d) del apártado 2, del artículo 5 que puedan estar con
taminadas serán destruidas o tratadas de tal forma que
se elimine todo agente patógeno presente.

7.° Se efectuará una investigación epizootiológica
con arreglo a lo dispuesto en el apartado 1 del artícu
lo 8 y se aplicarán las disposiciones del apartado 4 del
mismo artículo. Tal investigación incluirá la toma de
muestras para su análisis en laboratorio.

b) Se efectuarán inspecciones sanitarias de todas
las explotaciones situadas en la misma cuenca hidro
gráfica o zona costera en que se halle la explotación
infectada. Si en tales inspecciones se detectan casos
positivos, se aplicarán las medidas establecidas en el
párrafo a) del presente artículo.

c) El servicio oficial autorizará la repoblación de la
explotación una vez se haya efectuado la inspección de
las operaciones de limpieza y desinfección y después
de que haya transcurrido un período que el servicio oficial
considere adecuado para garantizar la completa elimi
nación del agente patógeno y la erradicación de otras
posibles infecciones en la misma cuenca hidrográfica.

d) En caso de que las medidas establecidas en los
párrafos a), b), c) y d) del apartado 2 del artículo 5 requie
ran la cooperación de los servicios oficiales de otros
Estados miembros, los servicios oficiales de las Comu
nidades Autónomas afectadas colaborarán a fin de
garantizar la observancia de las medidas establecidas
en el presente artículo.

Artículo 7.

Cuando peces de origen salvaje que no pertenezcan
a una explotación, así como los peces de lagos, estan
ques u otras instalaciones destinadas a practicar la pesca
de recreo o en las que hubiera peces de ornamentación,
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estén infectados o presuntamente infectados, las Comu
nidades Autónomas velarán por que se apliquen medidas.
adecuadas. El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen
tación informará a la Comisión Europea a través del cau
ce correspondiente y a los demás Estados miembros,
de las medidas que hayan adoptado.

Artículo 8.

1. La investigación epizootiológica se centrará en
los siguientes extremos:

a) El período probable durante el cual la enfermedad
haya podido afectar a la explotación antes de haberse
sospechado o declarado su existencia.

b) El posible origen 'de la enfermedad en la explo
tación y la determinación de otras explotaciones donde
haya huevos y gametos, así como peces de especies
vulnerables que hayan podido resultar infectados.

c) Los desplazamientos de peces, huevos o game
tos, de vehículos o sustancias y de personas que puedan
haber propagado el agente de la enfermedad a las explo
taciones el) cuestión o desde ellas.

d) La posible existencia de portadores de la enfer
medad y su distribución.

2. En caso de que la investigación epizootiológica
indique que la enfermedad puede haber sido introducida
desde otra cuenca hidrográfica u otra zona costera o
haber sido propagada a otra cuenca u otra zona costera
como consecuencia del contacto producido por despla
zamientos de peces, huevos o gametos, de animales,
de vehículos o de personas o por cualquier otro medio,
las explotaciones situadas en esas cuencas y zonas cos
teras se considerarán sospechosas y se aplicarán las
medidas que se establecen en el artículo 5. En caso
de confirmarse la existencia de la enfermedad, se apli
carán las medidas contempladas en el artículo 6.

3. En caso de que la investigación epizootiológica
ponga de manifiesto la necesidad de cooperar con los
servicios oficiales de otros Estados miembros, los ser
vicios oficiales de las Comunidades Autónomas afecta
das adoptarán todas las medidas necesarias para garan
tizar la observancia de las disposiciones del presente
Real Decreto.

4. A fin de coordinar todas las medidas necesarias
para garantizar la erradicación de la enfermedad lo antes
posible y con objeto de realizar la investigación epizoo
tiológica, el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen
tación, en colaboración con las Comunidades Autóno
mas, creará un centro de crisis.

Por el Consejo de la Unión Europea, a propuesta de
la Comisión, se aprobarán las disposiciones generales
relativa a los centros nacionales de crisis y al centro
de crisis comunitario.

CAPITULO 111

Medidas para combatir las enfermedades
de la lista 11

Artículo 9.

1. En caso de que se sospeche o se confirme la
existencia de una de las enfermedades de la lista 11 en
una zona autorizada o en una explotación autorizada
ubicada en una zona no autorizada, se efectuará una
investigación epizootiológic~' con arreglo al artículo 8.

2. En caso de que la investigación epizootiológica
indique que la enfermedad puede haber sido introducida
desde una zona autorizada u otra explotación autorizada
o haber sido propagada a otra explotación autorizada
como consecuencia de los desplazamientos de peces,
de huevos o gametos, vehículos o personas o por cual-

qUler otro medio, esas zonas o explotaciones se con
siderarán sospechosas y se les aplicarán las medidas
pertinentes.

3. No obstante, el servicio oficial podrá autorizar
el engorde de los peces que deban sacrificarse hasta
que hayan alcanzado la talla comercial.

Artículo 10.

1. Cuando en una explotación no autorizada situada
en una zona no autorizada haya peces presuntamente
infectados con una enfermedad de la lista 11, las Comu
nidades Autónomas adoptarán las medidas para que el
servicio oficial:

al Inicie inmediatamente una investigación oficial
para confirmar o descartar la presencia de la enfermedad
que, en caso necesario, incluirá la toma de muestras
para su análisis en ún laboratorio autorizado.

b) Realice o mande realizar un censo oficial de las
explotaciones infectadas, censo que se actualizará regu
larmente.

c) Ponga o mar;¡de poner las explotaciones afecta
das bajo control oficial para asegurarse de que única
mente se autoricen los desplazamientos de huevos,
gametos o de peces vivos procedentes de las explo
taciones infectadas, destinados a otras explotaciones
infectadas por la misma enfermedad o a su sacrificio
para el consumo humano.

2. Durante un período determinado, las Comunida
des Autónomas podrán crear bajo el control del servicio
oficial, un programa facultativo u obligatorio de erradi
cación de las enfermedades de la lista 11 en explotaciones
no autorizadas o en zonas no autorizadas. Durante ese
período, estará prohibido introducir peces vivos, huevos
o gametos procedentes de explotaciones infectadas o
de explotaciones cuyo estatuto sanitario se desconozca,
en una zona o una explotación sujeta a dicho programa.

Estos programas se remitirán a la Dirección General
de Sanidad de la Producción Animal del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentación que, a su vez, los pre
sentarán a la Comisión Europea, a través del cauce
correspondiente, para su estudio, aprobación y, en caso
necesario, modificación.

Tras el período contemplado en el párrafo primero,
el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación infor
mará a la Comisión y a los demás Estados miembros,
de los resultados obtenidos.

CAPITULO IV

Disposiciones finales

Artículo 11.

1. La toma de muestras y los análisis de laboratorio
para detectar las enfermedades de las listas' I y 11 se
llevarán a cabo según los métodos establecidos por la
Comisión Europea.

En el caso de las necrosis hematopoyética infecciosa
(NHI) y la septicemia hemorrágica viral (SHV), la toma
de muestras y los análisis de laboratorio para su detec
ción y confirmación, serán los que figuran en el anexo F
de este Real Decreto.

2. Las pruebas para detectar la presencia de enfer
medades o de agentes patógenos serán efectuadas por
un laboratorio autorizado por el servicio oficial. En caso
necesario, y e'specialmente cuando una enfermedad apa
rezca por primera vez, dichas pruebas de laboratorio indi
carán el tipo, el subtipo o la variante del agente patógeno,
que deberán ser confirmados por el laboratorio nacional
de referencia y que, en caso necesario, podrán ser con-
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firmados, previa comunicación al Ministerio de Agricul
tura, Pesca y Alimentación, por el laboratorio comunitario
de referencia.

Artículo 12.

1. El laboratorio nacional de referencia para las
enfermedades de los peces será el Laboratorio de Sani
dad y Producción Animal del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentación de Algete (Madrid). El laboratorio
nacional de referencia dispondrá de instalaciones y per
sonal especializado para detectar en cualquier momento,
y sobre todo en las primeras manifestaciones de una
enfermedad, el tipo, subtipo y variante de agente pató
geno de que se trate y confirmar los resultados obtenidos
por otro laboratorio de diagnóstico autorizado.

2. El laboratorio nacional de referencia para las
enfermedades en cuestión se encargará de coordinar
las normas y los métodos de diagnóstico, así como el
uso de reactivos.

3. El laboratorio nacional de referencia designado
para las enfermedades en cuestión se encargará de coor
dinar las normas y los métodos de diagnóstico estable
cidos para cada laboratorio de diagnóstico de las enfer
medades. A tal fin:

a) Podrá proporcionar a los laboratorios autorizados
reactivos para el diagnóstico.

b) Controlará la calidad de todos los reactivos de
diagnóstico utilizados.

c) Organizará periódicamente pruebas comparati
vas.

d) Mantendrá aislados agentes patógenos de la
enfermedad recogidos de casos confirmados.

e) Velará por confirmar los resultados positivos obte
nidos en los laboratorios de diagnóstico autorizados.

4. La lista de los laboratorios nacionales de refe
rencia de los Estados miembros para las enfermedades
de los peces figura en el anexo B.

5. El laboratorio nacional de referencia para dichas
enfermedades cooperará con el laboratorio comunitario
de referencia.

Artículo 13.

1. El laboratorio comunitario de referencia para las
enfermedades de los peces se indica en el anexo C.

2 Sin perjuicio de lo dispuesto en la Decisión del
Consejo 90/424/CEE, de 26 de junio, relativa a gastos
en el sector veterinario, y, en particular, en su artículo
28, las competencias y funciones del laboratorio con
templado en el apartado 1 del presente artículo serán
las "que figuran en el anexo D.

Artículo 14.

1. Se prohibirá la vacunaclon contra las enferme
dades de la lista 11 en las zonas autorizadas o en explo
taciones autorizadas situadas en zonas no autorizadas
y en zonas o explotaciones que ya hayan iniciado los
procedimientos para obtener la autorización y contra las
enfermedades de la lista 1. .

Artículo 15.

1. El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimenta
ción, en colaboración con las Comunidades Autónomas,
elaborará un plan de intervención de urgencia en el que
se especificará el método de aplicación a nivel nacional
de las medidas establecidas en el presente Real Decreto,
en caso de que se declare una de las enfermedades
de la lista l. Este plan se presentará a través del cauce

correspondiente a la Comisión de la Comunidad Europea
y deberá permitir el acceso a las instalaciones, a los
equipos, al personal y a cualquier otra estructura ade
cuada que sea necesaria para la erradicación rápida y
eficaz de la enfermedad. .

2. Los criterios generales para la elaboración de los
planes se mencionan en el anexo E.

3. Los planes elaborados con arreglo a los criterios
establecidos en el anexo E se presentarán a la Comisión
de la Comunidad Europea, para su aprobación, pudiendo
introducir las modificaciones necesarias; especialmente
para asegurar su compatibilidad con los planes de otros
Estados miembros.

Artículo 16.

En el supuesto de que expertos veterinarios de la
Comisión de la Comunidad Europea, en la medida que
sea necesario para garantizar la aplicación uniforme del
presente Real Decreto, realicen controles sobre el terre
no, por la autoridad competente"y el Ministerio de Agri
cultura, Pesca y Alimentación, en el ámbito de sus com
petencias se les facilitará la asistencia necesaria para
el desempeño de sus funciones.

Para ello, podrán verificar mediante la inspección de
un porcentaje representativo de explotaciones si la auto
ridad competente controla que en éstas se respeta lo
establecido en el presente Real Decreto.

Artículo 17.

Las condiciones de participación financil;lra de la
Comunidad en las acciones relacionadas con la aplica
ción del presente, Real Decreto están definidas en la
Decisión 90/424/CEE.

Disposición adicional única.

La presente disposición se dicta al amparo del artículo
149.1.16" de la Constitución, en materia de bases y
coordinación general de la sanidad.

Disposición final primera.

Se faculta al Ministro de Agricultura, Pesca y Alimen
tación para dictar, en el ámbito de sus competencias,
las disposiciones necesarias para el desarrollo de to dis
puesto en el presente Real Decreto.

Disposición final segunda.

El presente Real Decreto entrará en vigor el día
siguiente al de su publicación en el «Boletín Oficial
del Estado».

Dado en Madrid a 1 de julio de 1994.

JUAN CARLOS R.

El Ministro de Agricultura, Pesca
y Alimentación,

LUIS MARIA ATIENZA SERNA

ANEXO A

Lista de enfermedades sobre las que se establecen
medidas mínimas comunitarias de lucha

Lista 1.

Anemia infecciosa del salmón (AIS).

Lista 11.

Septicemia hemorrágica viral (SHV).
Necrosis hematopoyética infecciosa (NHI).
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ANEXOS

laboratorios nacionales de referencia
para las enfermedades de los peces

"-Bélgica:

Institut National de Recherches Vétérinaires.
Groeselenberg, 99.
1180 Bruxelles.

Dinamarca:

Statens Veterinaere Serumlaboratorium.
Landbrugsministeriet.
Hangovej 2.
8200 Aarhus N.

Alemania:

Bundesforschungsanstalt.
für Viruskrankheiten der Tiere.
Anstalsteit Insel Riems.
D-O-221 Insel Riems.

Grecia:

EpyalJTT)pto IxOv01raOoAoYlac; Kal Bl01laOoAoY1aC;.
YlipofllWV Opyavto¡iwv.
KEVTpO KT1JV1aTplKWV IlipvlJaTwv AO'lvwv.
IVOTlTOVTO AOllJwliwv Kal I1apaanKwv NOGIJlJaTwv.
NEa1l0AEWC; 25, AY1a I1apaGKEV'l ATTlK'lC;.
153 10 AO'lva. .

España:

Laboratorio de Sanidad y Producción Anifl'¡al.
Ctra. Algete. km. 5.400.
28110 Algete (Madrid).

Francia:

Centre National d'Etudes Véterinaires et Alimentaires.
Laboratoire Central de Recherches Véterirjaires.
22. rue Pierre Curie.
BP 67 94703 Maisons-Alfort CEDEX.

'Irlanda:

Fisheries Research Centre.
AbbotstolÍvn.
Castleknock.
Dublin 15.

Italia:

Instituto Zooprofilattico Sperimentalle delle Venezie.
Sezione Diagnostica di Basaldella di Campoformido.
Via della Roggia 92.
33030 Basaldella di Campoformido (Udine).

Luxemburgo:

Institut National de Recherches Vétérinair!ls.
Groeselenberg. 99.
1180 Bruxelles.

Países Bajos:

Centraal Diergeneeskundign Instituut.
Hoofdgebouw.
Edelhertweg 15.
8219 PH Lelystad.
Postbus 65.
8200 AB Lelystad.
Centraal Diergeneeskundig Instituul.
Vestiging Virologie.
Houtribweg 39.

8221 RA Lelystad.
Postbus 365.
8200 AL Lelystad.

Portugal:

Laboratorio Nacional de Investiga9ao Veterinaria.
Estrada de Benfica 701.
11 50 Lisboa.

Reino Unido:
Fish Disease Laboratory.
14 Albany Road.
Granby Industrial Site.
Weymouth.
Dorset DT 4 9TU.
The Marine Laboratory.
PO Box 101.
Victoria Road.
Aberdeen AB9 8DB.

. ANEXOC

Laboratorio comunitario de referencia
para las enfermedades de los peces

Statens Veterinaere Serumlaboratorium.
Landbrugsministeriet.
Hangovej 2.
8200 Aarhus N.
Dinamarca.

ANEXaD

Competencias y funciones del laboratorio comunitario
de referencia para las enfermedades de los peces

Las competencias y funciones del laboratorio comu
nitario de referencia para las enfermedades de las listas
I y 11 son las siguientes:

1) Coordinar. previa consulta a la Comisión Europea.
los métodos de diagnóstico de la enfermedad en cues
tión en los Estados miembros. especialmente mediante:

a) La especificación. conservación y entrega de
cepas del agente patógeno de la enfermedad en cuestión
para someterlas a las pruebas serológicas y preparar
el antisuero.

b) La entrega de sueros de referencia y de otros
reactivos de referencia a los laboratorios nacionales de
referencia para armonizar las pruebas y los reactivos
empleados en cada Estado miembro.

c) La creación y conservación de una colección de
cepas y de materia aislada del agente patógeno de la
enfermedad en cuestión.

d) La organización periódica de pruebas compara
tivas comunitarias de los procedimientos de diagnóstico.

e) La recogida y selección de datos y todo tipo de
información sobre los métodos de diagnóstico utilizados
y los resultados de las pruebas efectuadas en la Comu
nidad.

f) La caracterización de la materia aislada del agente
patógeno de la enfermedad en cuestión. mediante los
métodos más avanzados y adecuados para lograr una
mejor comprensión de la epizootiología de la enferme
dad.

g) El seguimiento de la evolución de la situación.
en todo el mundo. del control. epizootiología y preven
ción de la enfermedad en cuestión.'

h) La realización de exámenes técnicos sobre el
agente patógeno de la enfermedad en cuestión y otros
agentes patógenos relacionados con éste para poder
hacer un diagnóstico diferencial rápido.
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i) El conocimiento a fondo de la preparación y uti
lización de los productos de medicina veterinaria inmu
nológica empleados para la erradicación y control de
la enfermedad en cuestión. .

2) Contribuir activamente a la identificación de los
focos de enfermedad de que se trate en los Estados
miembros, estudiando la materia aislada del agente pató
geno enviada para confirmar el diagnóstico, proceder
a su caracterización y a los estudios epizootiológicos.

3) Facilitar la formación o readaptación profesional
de los expertos en diagnósticos de laboratorio para armo
nizar las técnicas de diagnóstico en toda la Comunidad.

4) Colaborar, en el sector de los métodos de diag
nóstico de las enfermedades de la lista 1. con los labo
ratorios competentes en los terceros países donde dichas
enfermedades hacen estragos.

ANEXO E

Criterios mínimos aplicables a los planes
de intervención

Los planes de intervención deberán incluir, por lo
menos:

1) La creación, a nivel nacional. de un centro de
crisis destinado a coordinar todas las medidas de urgen
cia.

2) Una lista de los centros locales de urgencia dota
dos del equipo adecuado para coordinar las medidas
de control a escala local.

3) Informaciones detalladas sobre el personal encar
gado de las medidas de urgencia, sus cualificaciones
y responsabilidades.

4) La posibilidad, para cualquier centro local de
urgencia, de establecer contacto rápidamente con las
personas u organismos directa o indirectamente afec
tados por una infestación.

5) La disponibilidad de los equipos y materiales
necesarios para ejecutar de forma apropiada las medidas
de urgencia.

6) Las instrucciones precisas relativas a las acciones
que deban adoptarse cuando se sospechen y confirmen
casos de infección o de contaminación.

7) Programas de formación para actualizar y
desarrollar los conocimientos relativos a los procedimien
tos sobre el terreno y a los procedimientos administra
tivos.

8) Para los laboratorios de diagnóstico, en caso
necesario, un servicio de examen «post mortem», la capa
cidad necesaria para los exámenes serológicos, histo
lógicos, etc., y la actualización de las técnicas de diag
nóstico rápido (a estos efectos procede establecer dis
posiciones relativas al transporte rápido de muestras).

9) Disposiciones reglamentarias para la aplicación
de los planes de intervención.

ANEXOF

PRIMERA PARTE

Procedimientos de muestreo y de análisis para el con
trol de la septicemia hemorrágica viral (SHV) y la necro

sis hematopoyética infecciosa (NHI)

1. Muestreo

1. Calendario de muestreo.

Las explotaciones se someterán a inspecciones clí
nicas al menos dos veces al año durante el período com
prendido entre octubre y junio, o siempre que la tem
peratura del agua sea inferior a 14 oC. Los intervalos

entre inspecciones deberán ser de cuatro meses como
mínimo. Se inspeccionarán todas las unidades de pro
ducción (estanques, tanques, acuarios, jaulas de red,
etc.) para comprobar si hay peces muertos, de poco
peso o que actúen de manera anormal. Deberá prestarse
especial atención a la zona de desagüe (si es posible),
donde los peces de poco peso tienden a acumularse
debido a la corriente de agua.

2. Selección y recogida de muestras.

Para realizar los análisis que requieran las inspeccio
nes. se recogerán entre 30 y 150 peces y/o muestras
de fluido ovárico, tal como figura en el cuadro 1 A. Si
hubiese truchas arco iris, toda la muestra estará com
puesta de peces de esa especie; en caso contrario, la
muestra deberá incluir peces de todas las especies pre
sentes siempre que sean propensas a la SHV o a la
NHI. de conformidad con el anexo A. Las especies esta
rán representadas en la muestra por igual. Durante los
cuatro años de control inicial previos a la obtención de
la autorización, la muestra debe componerse de 150
ejemplares para garantizar que la detección de los por
tadores del virus se realiza con un margen de aproxi
mación del 95 por 100, estando afectados un 2 por
100 de los animales. En años posteriores (mantenimien
to de la autorización), el tamaño de la muestra puede
reducirse a 30 a fin de asegurar la detección de los
virus con un margen de aproximación del 95 por 100,
estando afectados un 10 por 100 de los animales
(cuadro 1B).

Tratándose de explotaciones que puedan probar
documentalmente que siempre han estado libres de SHV
y de NHI (gracias a la aplicación regular de un programa
oficial de inspección sanitaria), la muestra reducida tam
bién podrá utilizarse durante el período de control inicial.

Si se emplea más de una fuente de agua para la
producción de peces, la muestra compuesta de 150
ó 30 ejemplares podrá incluir peces que representen
todos los tipos de fuentes. Los peces de poco peso,
que actúen de manera anormal o muertos recientemente
(sin descomponer), serán los primeros que se incluyan
en la muestra. En caso de que no los haya, ésta deberá
estar compuesta de peces sanos de apariencia normal.
que hayan sido recogidos de tal modo que estén repre
sentadas todas las partes de la explotación y clases de
edad.

3. Preparación y envío de muestras de peces.

Antes de su envio o traslado al laboratorio, se extrae
rán de los peces partes de los órganos que deban exa
minarse, con tijeras y pinzas estériles, y se introducirán
en tubos de plástico que contengan medio de transporte,
es decir, medio de cultivo celular con un 10 por 100
de suero de ternera y antibióticos. Puede recomendarse
la combinación de 200 UI de penicilina, 200 IJg de
estreptomicina y 200 IJg de kanamicina por mI. aunque
podrán utilizarse asimismo otros antibióticos de eficacia
probada. Los tejidos que se examinarán serán el bazo,
la parte anterior del riñón, el encéfalo y en algunas oca
siones fluido ovárico (cuadros lA y 1B).

Podrán recogerse en un solo tubo y constituir una
muestra conjunta partes de órganos de 5 a 10 peces
(cuadros 1A Y 1B). El peso del tejido de cada muestra
deberá ser de 1 g como mínimo, y será tal que la dilución
final sea de 1: 1O.

Los tubos se colocarán en recipientes aislados (por
ejemplo, cajas de poliestireno de paredes gruesas) con
una cantidad suficiente de hielo o de bloques congelados
para garantizar la refrigeración de las muestras a una
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temperatura comprendidq entre O y 5 oC durante su
traslado al laboratorio. Se evitará la congelación.

El examen virológico se iniciará lo antes posible y
nunca después de que hayan transcurrido cuarenta y
ocho horas desde la recogida de las muestras. Si la lon
gitud de los peces que deban examinarse fuere inferior
a 6 cm. podrán enviarse peces enteros al laboratorio
en bolsas de plástico refrigeradas como se ha indicado
anteriormente.

4. Recogida de material suplementario para diag
nóstico.

De acuerdo con el iaboratorio de diagnóstica corres
pondiente, también se podrán recoger otros tejidos de
peces, que se prepararán para efectuar exámenes suple
mentarios.

11. Preparación de las muestras para el examen
virológico

1. Homogeneización de los órganos.

Una vez en el laboratorio, se homogeneizará com
pletamente el tejido de los tubos (con un triturador, mez
clador o mortero) y a continuación se suspenderá el
homogeneizado en el medio de transporte original. Si
la muestra está formada por peces enteros, es decir,
peces de menos de 6 cm. de longitud, éstos se des
menuzarán con tijeras estériles tras haber eliminado la
parte del cuerpo posterior a la cloaca, se homogenei
zarán según el procedimiento descrito y se suspenderán
en el medio de transporte en la proporción 1:1O.

2. Centrifugación del homogeneizado.

El homogeneizado se centrifugará a una aceleración
de entre 2.000 y 4.000 xg durante quince minutos en
una centrífuga refrigerada a una temperatura compren
dida entre 2 y 5 oC, y el sobrenadante se recogerá para
su examen.

Si la muestra ha sido enviada en un medio de trans
porte (es decir, con exposición a antibióticos), no será
necesario aplicar otro tratamiento de antibióticos al
sobrenadante.

Si la muestra estaba formada por peces enteros, des
pués de la centrifugación el homogeneizado será expues
to a los antibióticos en el medio de transporte utilizado
para la resuspensión, bien durante cuatro horas a tem
peratura ambiente o durante una noche a 4 oC.

El tratamiento con antibióticos tiene por fin controlar
la contaminación bacteriana de las muestras y hace inne
cesaria la filtración con filtros de membrana.

Inmediatamente después de la centrifugación un volu
men del sobrenadante se mezclará a partes iguales con
un antisuero divalente anti-virus de NPI (cepas de refe
rencia Sp y Ab), diluido en la proporción adecuada, y
se incubará conjuntamente durante una hora como míni
mo a una temperatura de 15 oC y dieciocho horas como
máximo a una temperatura de 4 oC. El título del antisuero
deberá ser como mínimo 1:2.000 en una prueba de
neutralización en placa del 50 por 100.

El tratamiento de todos los inóculos con antisuero
anti-virus de NPI (virus que en algunas partes de Europa
está presente en el 50 por 100 de las muestras de peces)
tiene por objeto evitar el desarrollo en los cultivos celu
lares inoculados de efectos citopatogénicos (ECP) debi
dos al vil us de NPI. Con ello se logra reducir la duración
de los exámenes virológicos, así como el número de
casos en que la presencia de ECP debe considerarse
como un indicador potencial de SHV o NHI.

Cuando las muestras procedan de unidades de pro
ducción consideradas exentas de NPI, podrá omitirse
el tratamiento de los inóculos con antisuero anti-virus
de NPI.

111. Exámenes virológicos

1. Cultivos y medios celulares.

Se cultivarán las' células BF-2 y EPC o FHM a una
temperatura comprendida entre 20 y 25 oC en el medio
mínimo fundamental (MEM) de Eagle (o sus modifica
ciones) con adición de un 10 por 100 de suero vacuno
fetal y antibióticos en concentraciones normales.

Si las células se cultivan en frascos cerrados, el medio
se amortiguará con bicarbonato. El medio utilizado para
el cultivo de células en unidades abiertas deberá amor
tiguarse con Tris-HCI (23 mM) y bicarbonato sódico
(6 mM) con un pH lo más próximo posible a 7,6, el
más idóneo para la multiplicación de virus.

Para la inoculación con tejidos se emplearán cultivos
celulares jóvenes (de entre cuatro y cuarenta y ocho
horas) y en crecimiento activo (no confluyente) en el
momento de la inoculación.

2. Inoculación de los cultivos celulares.

La suspensión del órgano tratada con antibióticos se
inoculará en cultivos celulares en dos diluciones. es decir,
la dilución original y, además, una dilución 1: 100 de
ésta (a fin de evitar interferencias homólogas). Deberán
inocularse, como mínimo, dos líneas celulares (véase el
apartado 111.1). La r¡olación entre el tamaño del inóculo
y el volumen del medio de cultivo celular será aproxi
madamente de 1: 1O.

Para cada dilución y cada línea celular se empleará
al menos un área celular de 2 cm2 aproximadamente,
correspondiente a un pocillo de una placa de cultivo
celular de 24 pocillos. Se recomienda el uso de placas
de cultivo celular, aunque también son aceptables otras
unidades con áreas de cultivo similares o mayores.

3. Incubación de los cultivos celulares.

Los cultivos celulares inoculados se incubarán duran
te siete días a una temperatura de 15 oC. Si el color
del medio de cultivo pasa de rojo a amarillo, lo que
indica la acidificación del medio, se llevará a cabo el
ajuste del pH con una solución estéril de bicarbonato,
o con una sustancia equivalente, para garantizar la pro
pensión celular a la infección vital.

Cada seis meses se efectuará la titulación del material
congelado de virus de SHV y NHI para comprobar la
propensión de los cultivos celulares a la infección.

4. Microscopia.

Se observarán diariamente, a unos 40 aumentos, los
cultivos celulares inoculados para comprobar si se han
producido ECP. Si hay signos evidentes de ECP, se ini
ciarán inmediatamente los procedimientos de identifi
cación del virus, de conformidad con el apartado IV.

Al mismo tiempo, se adoptarán las medidas opor
tunas para suspender la autorización de la unidad' de
producción de donde proceda la muestra que haya dado
resultados positivos, así como la de todas las unidades
de producción que manejen material procedente de
aquélla.

La suspensión de la autorización se mantendrá hasta
que las pruebas de laboratorio hayan demostrado que
el virus en cuestión no es el de la SHV ni el de la NHI.
Se concederá un plazo máximo de cuatro semanas para
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la identificación del virus, incluido el tiempo necesario
para la realización de análisis. en los laboratorios de
referencia.

5. Subcultivos.

Si después de una incubación de siete días no se
han desarrollado ECP, se realizarán subcultivos en nue
vos cultivos celulares, utilizando áreas celulares similares
a las del cultivo inicial.

Se reunirán alícuotas del medio de todos los culti
vos/pocillos pertenecientes al cultivo inicial por líneas
celulares a continuación de un ciclo de congelación y
descongelación de cultivos, y se mezclarán 0,5 m. del
medio con una parte igual del antisuero anti-NPI descrito
en el punto 11.2; la mezcla se incubará durante sesenta
minutos a una temperatura de 15 oC. A continuación,
se inoculará en cultivos celulares homólogos en dilu
ciones de 1: 1 y 1: 100, como se describe en el
punto 111.2. La inoculación podrá ir precedida de la prein
cubación de las diluciones con el antisuero divalente
anti-NPI con una dilución adecuada.

Los cultivos inoculados se incubarán durante siete
días a una temperatura de 15 oC, según se indica en
el punto 111.4.

IV. Identificación del virus

1. Neutralización.

Si se observa la existencia de ECP en un cultivo celu
lar, se eliminarán las células mediante centrifugación a
baja velocidad o por filtración con membrana (0.45 um)
y se diluirá el medio a 1:100 y 1:10.000 en un medio
de cultivo celular.

Se mezclarán alícuotas de las diluciones con partes
iguales de los siguientes reactivos, por separado, y se
incubarán durante sesenta minutos a una temperatura
de 15 oC:

a) Anticuerpo con especificidad de grupo frente al
virus de la SHV (virus Egtved) 1:50.

b) Anticuerpo con especificidad de grupo frente al
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (virus de
NHI) 1:50.

c) . Antisuero divalente especifico anti-virus de la
necrosis pancreática infecciosa (virus de NPI) (cepas de
referencia Sp y Ab) 1:50.

d) Medio 1:1.
o del modo indicado por el laboratorio de referencia
en lo que respecta a la posible citotoxicidad de los
antisueros.

Los reactivos utilizados serán de calidad de referencia
en lo que respecta al título y a la especificidad.

De cada mezcla de suero y virus, se inocularán al
menos dos cultivos celulares con 50 UI cada uno, y
se incubarán a 15 oC. Se comprobará la aparición de
ECP, según se indica en el apartado 11I.4.

Si la prueba no ha permitido identificar con certeza
el virus en el plazo de una semana, deberá adoptarse
una de las siguientes medidas:

a) Trasladar el virus al laboratorio nacional de refe
rencia para virus de peces para su identificación inme
diata.

b) Aplicar la prueba de adsorción por inmunofluo
rescencia (IFAT) (apartado IV.2), la prueba ELlSA (apar
tado IV.3) u otras técnicas de identificación de virus,
utilizando reactivos de calidad de referencia.

2. Inmunofluorescencia (IFAT).

Para cada aislado vírico que se desee identificar, se
sembrarán con células EPC al menos ocho cubres o sus
equivalentes a una densidad que permita alcanzar una
confluencia del 60 al 90 por 100 aproximadamente des
pués de veinticuatro horas de cultivo. Se preferirán las
células EPC por su fuerte adherencia a las superficies
de cristal.

Cuando las células hayan sedimentado en la super
ficie del cristal (aproximadamente una hora después de
la siembra) o cuando los cultivos hayan sido incubados
durante un máximo de veinticuatro horas, se inoculará
el virus que se desee identificar. Se inocularán cuatro
cultivos en la proporción de 1: lOen volumen y otros
cuatro en la proporción de 1: 1OO.

Cuando hayan transcurrido entre veinte y treinta
horas después de la inoculación, los cultivos se aclararán
dos veces en medio mínimo fundamental (MEM) de Eagle
sin suero, se fijarán con acetona y se teñirán con ayuda
de la inmunofluorescencia de doble capa. La primera
capa de reactivo está formada por un antisuero aprobado
(como se indica en el apartado IV.l). La segunda capa
de reactivo está formada por un antisuero conjugado
con isotiocianato de fluoresceína con afinidad por la
inmunoglobulina utilizada en la primera capa. Para cada
uno de los antisueros analizados, se efectuará como míni
mo la tinción de un cultivo inoculados con una dosis
elevada y de otro inoculado con una dosis baja. La prueba
incluirá controles positivos y negativos apropiados.

Los cultivos teñidos se prepararán utilizando solución
salina de glicerol y se examinarán con luz ultravioleta
incidente, utilizanQo oculares de 10 x o 12 x y objetivos
de 25 x o 40 x con aperturas numéricas >0,7 y >1,3,
respectivamente. Las diluciones del antisuero inicial y
de la inmunoglobulina conjugada con isotiocianato de
fluoresceína dependerán de la disposición del micros
copio escogido o disponible.

Algunas cepas del virus de Egtved presentan una
fuerte reacción con el antisuero anticepa de referencia
F1 en la prueba de inmunofluorescencia, aunque no
presenten reacción alguna en las pruebas de neutra
lización.

3. Ensayo con 'sustancias inmunoabsorbentes unidas
a enzimas (ELlSA).

Los pocillos de las placas de microtitulación (por ejem
plo, inmunoplacas-Nunc, Maxisorp, Nunc, Dinamarca) se
recubrirán durante una noche con las diluciones reco
mendadas de fracciones inmunoglobulínicas purificadas
de proteína A de los antisueros mencionados en el apar
tado IV.l.

Tras aclarar los pocillos con soluci.ón amortiguadora
PBS-Tween-20, se incorporará a los pocillos el virus que
se desee identificar en fases de dilución dobles o cuá
druples y se dejará reaccionar con el anticuerpo de recu
brimiento durante sesenta minutos a 37 oC. Tras el acla
rado con solución amortiguadora PBS-Tween-20, se aña
dirán anticuerpos con biotinil de la especificidad corres
pondiente a la de los anticuerpos de recubrimiento y
se dejará reaccionar durante sesenta minutos a 20 oC..
Después de efectuar otro aclarado como el anterior, se
añadirá extreptavidina conjugada con peroxidasa de
rábano (HRP) y se dejará reaccionar durante una hora
a 20 oC. Tras efectuar un último aclarado, se visualizará
la enzima ligada utilizando sustratos ELlSA adecuados
(OPD, TMB u otros).

Esta versión de ELlSA basada en el empleo de biotina
y avidina se ofrece a modo de ejemplo. En su lugar
podrán utilizarse otras versiones de eficacia probada.
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Cuadro 1 A

Obtención de la autorización

29071

Número Número de peces Número de peces
de inspecciones utilizados para el análisis utilizados para el análisis
clfnicas anuales de órganos de fluido ovárico

Zonas continentales
a) Explotaciones con reproductores. 2 120 (primera serie). 30 (primera serie).

150 (segunda serie). O
b) Explotaciones con reproductores únicamente. 2 O 150 (primera y segunda

serie).
c) Explotaciones sin reproductores. 2 150 (primera y segunda O

serie).

Zonas costeras
a) Explotaciones sin reproductores. 2 30 (primera y segunda O

serie).
b) Explotaciones con reproductores. 2 120 (primera serie). 30 (primera serie).

150 (segunda serie). O

Número máximo de peces por muestra conjunta: 5.

Cuadro 1 B

Mantenimiento de la autorización

Número Número de peces Número de peces
de inspecciones utilizados para el análisis utilizados para el análisis
clínicas anuales de órganos de fluido ovárico

Zonas continentales
a) Explotaciones con reproductores.

2 15 (primera o segunda 15 (primera o segunda
serie). serie).

b) Explotaciones con reproductores únicamente. 2 O 30 (primera o segunda
serie).

c) Explotaciones sin reproductores. 2 30 (primera y segunda O
serie).

Zonas costeras
a) Explotaciones sin reproductores. 1 30 (1) (primera o segun- O

da serie).
b) Explotaciones con reproductores. 2 O 30 (primera o segunda

serie).

Número máximo de peces por muestra conjunta: 10.

(1) las muestras deberán haberse recogirlo entre dos y seis meses después de haber trasladado los peces de agua dulce a agua salada.

SEGUNDA PARTE

Procedimientos de diagnóstico para la confirmación
de la necrosis hematopoyética infecciosa (NHI) y de
la septicemia hemorrágica viral (SHVJ. en caso de

brotes sospechosos

El diagnóstico de la NHI y de la SHV se podrá realizar
mediante alguna de las siguientes técnicas:

A. Aislamiento convencional del virus y posterior
identificación serológica del mismo.

B. Aislamiento e identificación serológica simultá
nea del virus.

C. Técnicas rápidas de diagnóstico (IFAT. ELlSA).

En las explotaciones de las zonas autorizadas. el pri
mer diagnóstico de la NHI y de la SHV no deberá basarse

sólo en la técnica C. deberá utilizarse también el método
Aoel B.

Es posible que en algunos casos los tejidos destinados
al examen virológico tengan que ir acompañados de
material suplementario para exámenes bacteriológicos.
parasitológicos. histológicos o de otro tipo que 'permitan
un diagnóstico diferencial. Este material se recogerá de
acuerdo con los procedimientos establecidos por la OlE.

A. Aislamiento convencional del virus y posterior iden
tificación serológica del mismo

A.1.1 Selección de muestras.

Para el análisis se seleccionarán como mínimo diez
peces que muestren los síntomas típicos de la NHI o
de la SHV.
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AI.2 Preparación y envío de muestras de peces.

Antes de su envío o traslado al laboratorio. se extrae
rán de los peces partes de los órganos que deban exa
minarse. con tijeras y pinzas estériles. y se introducirán
en tubos de plástico que contengan medio de transporte.
es decir. medio de cultivo celular con un 10 por 100
de suero de ternera y antibióticos. Puede recomendarse
la combinación de 200 UI de penicilina. 200 IJg de
estreptomicina y 200 IJg de kanamicina por mi. aunque
podrán utilizarse asimismo. otros antibióticos de eficacia
probada. Los órganos que deberán examinarse son el
bazo. la parte anterior del riñón y en encéfalo. . .

Podrán recogerse en un solo tubo y constitUir una
muestra conjunta partes de órganos de 5 a 10 peces.
El peso del tejido de cada muestra deberá ser de 1 g
como mínimo. y será tal que la dilución final esté alre
dedor de 1: 1O.

Los tubos se colocarán en recipientes aislados (por
ejemplo. cajas de paredes gruesas) con una cantidad
suficiente de hielo en «bloques congelados» para garan
tizar la refrigeración de las muestras a una temperatura
comprendida entre O y 5 oC durante su traslado al labo
ratorio. Se evitará la congelación.

El examen virológico se iniciará lo antes posible y
nunca después de que hayan transcurrido cuarenta y
ocho horas desde la recogida de las muestras. Si la
longitud de los peces que van a examinarse es inferior
a 6 cm.. podrán enviarse peces enteros al laboratoroo
en bolsas de plástico refrigeradas como se ha indicado
anteriormente.

AI.3 Recogida de material suplementario para diagnós
tico.

De acuerdo con el laboratorio de diagnóstico corres
pondiente. también se podrán recoger otros tejidos de
peces. que se prepararán para efectuar exámenes suple
mentarios.

AII. 1 Homogeneización de los órganos.

Una vez en el laboratorio. se homogeneizará com
pletamente el tejido de los tubos (con un triturador. mez
clador o mortero) y a continuación se suspenderá el
homogeneizado en el medio de transporte original. Si
la muestra está formada por peces enteros. es decir.
peces de menos de 6 cm. de longitud. se desmenuzarán
con tijeras estériles. tras haber eliminado la parte del
cuerpo posterior a la cloaca. se homogeneizarán según
el procedimiento descrito y se suspenderán en el medio
de transporte en la proporción de 1: 1O.

AI1.2 Centrifugación del homogeneizado.

El homogeneizado se centrifugará a una aceleración
de entre 2.000 y 4.000 xg durante quince minutos en
una centrífuga refrigerada a una temperatura compren
dida entre 2 y.5 oC. y el sobrenadante se recogerá para
su examen.

Si la muestra ha sido enviada en un medio de trans
porte (es decir. con exposición a antibióticos). no es nece
sario aplicar otro tratamiento de antibióticos al sobre
nadantes.

Si la muestra estaba formada por peces enteros. des
pués de la centrifugación el homogeneizado será expues
to a los antibióticos en el medio de transporte utilizado
para la resuspensión. bien durante cuatro horas a temo
peratura ambiente o durante una noche a 4 oC.

El tratamiento con antibióticos tiene por fin controlar
la contaminación bacteriana de las muestras y hace inne
cesaria la filtración con filtros de membrana. Inmedia
tamente después de la centrifugación. se mezclará un
volumen del sobrenadante a partes iguales con un anti-

suero divalente antl-VlrUS de NPI (cepas de referencia
Sp y Ab). diluido en la proporción adecuada. y se incubará
conjuntamente durante una hora como mínimo a una
temperatura de 15 OC o dieciocho horas como máximo
a una temperatura de 4 oC. El título del antisuero deberá
ser como mínimo 1:2.000 en una prueba de neutra
lización en placa del 50 por 100.

El tratamiento de todos los inóculos con antisuero
anti-virus de NPI (virus que en algunas partes de Europa
está presente en el 50 por 100 de las muestras de peces)
tiene por objeto evitar el desarrollo en los cultivos c~lu
lares inoculados de efectos citopatogénicos (ECP) debi
dos al virus de NPI. Con ellos se logra reducir la duración
de los exámenes virológicos. así como el número de
casos en que la presencia de ECP puede considerarse
como un indicador potencias de SHV o NHI.

Cuando las muestras procedan de unidades de pro
ducción consideradas exentas de NPI. podrá omitirse
el tratamiento de los inóculos con antisuero anti-virus
de NPI.

AIII.1 Cultivos'{ medios celulares.

Se cultivarán las células BF-2 y o bien EPC o bien
FHM a una temperatura comprendida entre 20 y 25 oC
en el medio mínimo fundamental (MEM) de Eagle (o sus
modificaciones) con adición de un 10 por 100 de suero
vacuno fetal y antibióticos en concentraciones normales.

Si las células se cultivan en frascos cerrados. el medIO
se amortiguará con bicarbonatos. El medio utilizado para
el cultivo de células en unidades abiertas deberá amor
tiguarse con Tris-HCI (23 Mm) y bicarbonato sódico
(6 Mm) con un pH lo más próximo posible a 7.6. el
más idóneo para la multiplicación de virus.

Para la inoculación con tejidos se emplearán cultivos
celulares jóvenes (de entre cuatro y cuarenta y ocho
horas) y en crecimiento activo (no confluyente) en el
momento de la inoculación.

AII1.2 Inoculación de los cultivos celulares.

La suspensión del órgano tratada con antibióticos se
inoculará en cultivos celulares en dos diluciones. es decir.
la dilución original y. además. una dilución 1: 100 de
ésta (a fin de evitar interferencias homólogas). Deberán
inocularse. como mínimo. dos líneas celulares (véase
apartado AIII.1).

La relación entre el tamaño del inóculo y el volumen
del medio de cultivo celular será aproximadamente
de 1:10.

Para cada dilución y cada línea celular se empleará
al menos un área celular de 2 cmz aproximadamente.
correspondiente a un pocillo de una placa de cultivo
celular. aunque también son aceptables otras unIdades
con áreas de cultivo similares o mayores.

A.III.3 Incubación de los cultivos celulares.

Los cultivos celulares inoculados se incubarán ·duran
te siete días a una temperatura de 15 oC. Si el color
del medio de cultivo celular pasa de rojo a amarillo.
lo que indica la acidificación del medio. se llevará a cabo
el ajuste del Ph con una solución estéril de bicarbonato
o 'con una sustancia equivalente. para garantizar la pro
pensión celular a la infección viral.

Cada seis meses se efectuará la titulación de material
congelado de virus de SHV y NHI para comprobar la
propensión de los cultivos celulares a la infección.

AIIIA Microscopia.

Se observarán diariamente a unos 40 aumentos los
cultivos celulares inoculados para comprobar si se han
producido ECP. Si hay signos evidentes de ECP se ini-
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ciarán inmediatamente los procedimientos de identifi
cación del virus de conformidad con el apartado AIV.

Al mismo tiempo, se adoptarán las medidas nece
sarias para suspender la autorización de la unidad de
producción de donde proceda la muestra que haya dado
resultados positivos, así como la de todas la umdades
de producción que manejen material procedente de
aquélla.

La suspensión de la autorización se mantendrá hasta
que las pruebas de laboratorio hayan demostrado que
el virus en cuestión no es el de la SHV ni el de la NHI.
Se concederá un plazo máximo de cuatro semanas para

la identificación.del virus, incluido el tiempo necesano
para la realización de análisis de los laboratorios de
referencia.

A.lII.5 Subcultivos.

Si después de una incubación de siete días no se
han desarrollado ECP, se realizarán subcultivos en nue
vos cultivos celulares, utilizando áreas celulares similares
a la del cultivo inicial.

Se reunirán, según la línea celular, alícuotas del medio
de todos los cultivos/pocillos pertenecientes al cultiVO
inicial. a continuación de un ciclo de congelación y des
congelación de cultivos, y se mezclarán 0,5 mi de mediO
a partes iguales con el antlsuero antl-NPI descnto en
el apartado AII.2; la mezcla se incubará durante sese')ta
minutos a una temperatur'a de 15 oC. A cohtmuaclon,
se inoculará en cultivos celulares en diluciones de 1: 1
y 1: 100, como se describe en el apartado AII.2. La ino
culación podrá ir precedida de la preincubación de las
diluciones con el antisuero divalente antivirus de NPI,
con una dilución adecuada.

Los cultivos inoculados se incubarán durante siete
días a una temperatura de 15 oC, según se indica en
el apartado AIIIA.

AIV.1 Neutralización.

Si se observase la existencia de ECP en un cultivo
celular se eliminarán las células mediante centrifugación
a baja velocidad o por filtración con membrana
(0.45 ¡lm) y se diluirá en medio a 1:100 y 1: 10.000
en un medio de cultivo celular.

Se mezclarán alícuotas de las diluciones con partes
iguales de los siguientes reactivos, por separado, y se
incubarán durante sesenta minutos a una temperatura
de 15 oC:

a) Anticuerpo con especificidad de grupo frente al
virus de SHV (virus Egtved) 1:50.

b) Anticuerpo con especificidad de grupo frente al
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (virus NPI)
1:50.

c) .. Antisuero divalente específico anti-virus de la
necrosis pancreática infecciosa (virus de NPI) (cepas de
referencia Sp y Ab) 1:50.

d) Medio 1: 1. . .
o del modo indicado por el laboratono de referenCia
en lo que respecta a la posible citotoxicidad de los
antisueros.

De cada mezcla de suero y virus, se inocularán al
menos dos cultivos celulares con 50 ul cada uno, y se
incubarán a 15°C. Se comprobará la aparición de ECP,
según se indica en el apartado A.lIIA.

Si la prueba no ha permitido identificar con certeza
el virus en el plazo de una semana, deberá adoptarse
una de las siguientes medidas:

a) Trasladar el virus a un laboratorio nacional.ge
referencia para virus de peces para su Identlflcaclon
inmediata.

b) Aplicar la prueba de adsorción por inmunofluo
rescencia (IFAT) (apartado AIV.2), la prueba ELlSA (apar
tado AIV.3) u otras técnicas de identificación de VIrUS,
utilizando reactivos de calidad de referenCia.

AIV.2 Inmunofluorescencia (IFAT).

Para cada aislado vírico que se desee identificar, se
sembrarán con células EPC al menos ocho cubres o sus
equivalentes a una densidad que permita alcanzar una
confluencia del 60 a 90 por 100, aproximadamente,
después de veinticuatro horas de cultivo. Se preferirán
las células EPC por su fuerte adherencia a las superficies
de cristal.

Cuando las células hayan sedimentado en la super
ficie de cristal (aproximadamente una hora después de
la siembra), o cuando los cultivos hayan sido incubado~

durante un máximo de veinticuatro horas, se maculara
el virus que se desee identificar. Se inocularán cuatro
cultivos en la proporción de 1: 1O en volumen y otros
cuatro en la proporción de 1: 1OO.

Cuando hayan transcurrido entre veinte y treinta
horas después de la inoculación, los cultivos se aclararán
dos veces en medio mínimo fundamental (MEM) de Eagle
sin suero, se fijarán con acetona y se teñirán con ayuda
de la inmunofluorescencia de doble capa. La pnmera
capa de reactivo está formada por un antisuero aprobado
(como se indica en el apartado IV.1). La segunda capa
de reactivo está formada por un antlsuero cbnJugado
con isotiocianato de fluoresceína con afinidad por la
inmunoglobulina utilizada en la primera cap? Para ca,da
uno de los antisueros analizados se efectuara como mlnl
mo la tinción de ur¡ cultivo inoculado con una dosis ele
vada y de otro inoculado con una dosis baja. La prueba
incluirá controles positivos y negativos apropiados.

Los cultivos teñidos se prepararán utilizando solución
salina de gliceros y se examinarán con luz ultrayioleta
incidente, utilizando oculares de 10 x o 12 x y obJetiVOs
de 25 x o 40 x con aperturas númericas >0,7. y. >1,3,
respectivamente. Las diluciones del antlsuero mlclal y
de inmunoglobulina conjugada con Isotlaclanato de fluo
resceína dependerán de la disposición del microscopiO
elegido o disponible.

Algunas cepas del virus Egtved presentan una ·fuerte
reacción con al antisuero antlcepa de referenCia F1 en
la prueba de inmunofluorescencia, aunque no presenten
reacción alguna en las pruebas de neutrallzaclon.

AIV.3 Ensayo con sustancias inmunoabsorbentes uni
das a enzimas (ELISA).

Los pocillos de las placas de rnicrotitulación (por ejem
plo, inmunoplacas-Nunc, Maxlsorp, Nunc, Dmamarca)
se recubrirán durante una noche con las dilUCiones reco
mendadas de fracciones inmunoglobulínicas purificadas
de proteína A de los antisueros mencionados en el apar
tado A.IV.1.

Tras aclarar los pocillos con solución amortiguadora
PBS-Tween-20, se incorporará a los pocillos el virus que
se desee identificar en fases de dilución dobles o cuá
druples y se dejará reaccionar con el anticuerpo de recu
brimiento durante sesenta minutos a 37 oC. Tras el aclae

rada con solución amortiguadora PBS-Tween-20, se aña
dirán anticuerpos con biotinil de la especificidad Gorres
pondiente a la de los anticuerpos de recubnmlento y
se dejará reaccionar durante sesenta minutos a 20 oC.
Después de efectuar otro aclarado com el antenor, se
añadirá estreptavidina conjugada con penox,dasa de
rábano (HRP) y se dejará reaccionar durante una hor~
a 20 oC. Tras efectuar un último aclarado, se visualizara
la enzima ligada utilizando sustratos ELlSA adecuados
(OPD, TMB u otros).
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Esta versión de ELlSA basada en el empleo de biotina
y avidina se ofrece a modo de ejemplo. En su lugar
podrán utilizarse otras versiones de eficacia probada.

B. Aislamiento e identificación serológica simultánea
del virus

8.1. 1 Selección de muestras.

Procédase del modo indicado en el apartado Al. 1.

8.1.2 Preparación y envío de muestras de peces.

Procédase del modo indicado en el apartado A1.2.

8.11.1 Homogeneización de los órganos.

Procédase del modo indicado en el apartado A.l1. 1.

8.11.2 Centrifugación del homogeneizado.

Procédase del modo indicado en el apartado A11.2.

8.11.3 Tratamiento del sobrenadante con antisueros
para diagnóstico.

La suspensión del órgano tratada con antibióticos y
antisuero antivirus de NPI se diluirá a 1: 1O y 1: 10.000
en un medio de cultivo celular; las alícuotas se mezclarán
a partes iguales con los reactivos enumerados en el apar
tado AIV.l y se incubarán durante sesenta minutos
a 15 oC.

8.111. 1 Cultivos y medio celulares.

Procédase del modo indicado en el apartado AIII.l.

8.111.2 Inoculación de los cultivos celulares.

De cada mezcla de suero y virus (preparada del modo
indicado en el apartado 8.11.3), se inocularán al menos
dos cultivos celulares por línea celular con 50 ul ca
da uno.

8.111.3 Inoculación de los cultivos celulares.

Procédase del modo indicado en el apartado A1I1.3.

8.IIL4 Microscopia.

Se observarán diariamente a unos 40 aumentos los
cultivos celulares inoculados para comprobar si se han
producido ECP. Si se ha logrado evitar la aparición de
ECP gracias a alguno de los antisueros utilizados, el virus
podrá considerarse identificado. En caso contrario, se
iniciarán inmediatamente los procedimientos de iden
tificación del virus de conformidad con el apartado AIV.

8.111.5 Subcultivos.

Si no se han observado ECP después de siete días,
se realizarán subcultivos a partir de los cultivos inocu
lados con sobrenadante y medio (8.11.3).

C. Técnicas rápidas de diagnóstico (lFA T. EL/SA)

Las técnicas IFAT o ELlSA descritas en los apartados
AIV.2 y AIV.3, respectivamente, se aplicarán al sobre
nadant&. que se habrá preparado del modo indicado en
el apartado A.l1.2. Estas técnicas rápidas se completarán
con un examen virológico con arreglo a los apartados
A o 8 antes de que hayan transcurrido cuarenta y ocho
horas desde la toma de la muestra, si

a) Se obtuviese una reacción negativa, o
b) Se obtuviese una reacción positiva con material

que constituya el primer caso de NHI o SHV en una
zona autorizada.

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

20803 ORDEN de 16 de septiembre de 1994 por
la que se modifica la Orden de 1 de julio de
1987 poda que se aprueba la Norma General
de Calidad para el yogur o yoghourt destinado
al mercado interior.

La evolución tecnológica que a lo largo de estos últi
mos años se ha producido en los procesos de fabricación,
distribución y comercialización del yogur aconseja modi
ficar esta Norma General de Calidad, para permitir
ampliar la fecha de caducidad con objeto de adaptarla
a las nuevas condiciones de mercado establecidas en
los países comunitarios de nuestro entorno.

En lo que respecta al etiquetado, éste se actualiza
de acuerdo con la Norma General de Etiquetado, Pre
sentación y Publicidad de Productos Alimenticios apro
bada por Real Decreto 212/1992, de 6 de marzo.

Así pues, de conformidad con lo establecido en el
Decreto 1043/1973, de 17 de mayo, por el que se
regula la Normalización de los Productos Ganaderos en
el mercado interior, procede modificar la Orden de 1
de julio de 1987 por la que se aprueba la Norma General
de Calidad para el yogur o yoghurt destinado al mercado
interior.

En su virtud y a propuesta de los Ministros de Agri
cultura, Pesca y Alímentación, de Comercio y Turismo
y de Sanidad y Consumo, previo informe de la Comisión
Interministerial para la Ordenación Alimentaria y de con
formidad con los acuerdos del FORPPA, dispongo:

Articulo único.

Se modifica el anejo único de la Norma General de
Calidad para el yogur o yoghurt destinado al mercado
interior, aprobada por Orden de 1 de julio de 1987,
de la forma siguiente:

1. En el punto 8 se modifica el apartado 3 y se
añade el apartado 4, quedando redactados como se indi
ca a continuación:

8.3 El yogur, desde el momento de su fabricación
hasta su adquisición por el consumidor, se mantendrá
a temperaturas comprendidas entre 1°C y 8~C.

8.4 El yogur deberá ser vendido al consumidor,
como máximo, dentro de los veintiocho días siguientes,
contados a partir del de su fabricación.

2. En el punto 9 se modifica el apartado 1.1, letra
c, segundo párrafo, en los siguientes términos:

9.1.1 c) El transporte de las muestras y su con
servación hasta el momento de análisis, se realizará a
temperatura no superior a 8°C para que la muestra man
tenga en todo momento las características adecuadas,
al objeto de no desvirtuar la finalidad de aquél.

3. El punto 11, sobre etiquetado, queda redactado
del siguiente tenor:

11. Etiquetado y presentación.

El etiquetado de los productos rejcogidos en esta Nor
ma debe cumplir lo dispuesto en el Real Decreto
212/1992. de 6 de marzo, por el que se aprueba la
Norma General de Etiquetado. presentación y publicidad
de los productos alimentidos con las siguientes parti
cularidades:

11.1 Los yogures se denominarán de acuerdo con
los diferentes tipos definidos en el apartado 5 de esta


