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DECISION DE LA COMISION
de 16 de mayo de 1994

or la que se establecen los planes de muestreo y los métodos de diagnéstico
p q >t - planes | y g
para la deteccién y la confirmacién de ciertas enfermedades de los moluscos

(Texto pertinente a los fines del EEE)

(94/306/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 acuicultura ('), modificada por la Directiva
93/54/CEE () y, en particular, su articulo 15,

Considerando que, con el fin de garantizar la aplicacién
uniforme de los procedimientos establecidos en la Direc-
tiva 91/67/CEE, es necesario determinar los planes de
muestreo y los métodos de diagndstico necesarios para
declarar qué zonas costeras y explotaciones acuicolas se
hallan libres de enfermedades de los moluscos y examinar
las poblaciones con niveles an6émalos de mortalidad ;

Considerando que se ha consultado al Comité cientifico
veterinario establecido en la Decision 81/651/CEE de la
Comisién (%) ;

Considerando que las medidas previstas en la presente

Decisidén se ajustan al dictamen del Comité veterinario-

permanente,

() DO n° L 46 de 19. 2. 1991, p. L.
() DO n° L 175 de 19. 7. 1993, p. 34.
() DO n° L 233 de 19. 8. 1981, p. 32.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISION :

Articulo 1

En el Anexo se establecen los planes de muestreo y los
métodos de diagndstico para la deteccién y la confirma-
cidén de la bonamiosis (Bonamia ostreae)y la marteiliosis
(Marteilia refrigens).
Articulo 2
La presente Decisi6n sera aplicable a partir del 1 de junio
de 1994. — T T
Articulo 3

Los destinatarios de la presente Decisién seran los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 16 de mayo de 1994

Por la Comision
René STEICHEN

Miembro de la Comisién
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ANEXO

PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO Y REALIZACION DE PRUEBAS PARA EL SEGUI-
MIENTO DE BONAMIA OSTREAEY MARTEILIA REFRINGENS EN OSTREA EDULIS

Muestreo

Puntos de muestreo .

En cada una de las zonas recogidas en el punto III del Anexo B de la Directiva 91/67/CEE se selec-
cionard un nimero determinado de puntos de muestreo con el fin de aumentar al méximo las posibi-
lidades de deteccién de Bonamia ostreas, Marteilia refringens o ambas enfermedades. Con este
objeto, se tendré en cuenta una serie de parimetros con influencia en-el desarrollo de los agentes paté-
genos, como la densidad de las poblaciones, las corrientes de agua y el ciclo de crecimiento de los
moluscos.

En cada una de las zonas se deberdn seleccionar al menos tres puntos de muestreo. Este ndimero
aumentard en las zonas de amplia extensién que contengan distintas 4reas de cultivo de las especies
vulnerables a las enfermedades.

Cuando sea posible, se tomard por lo menos una muestra de los lechos naturales, seleccionando los
moluscos que presenten anomalias (crecimiento andémalo, conchas entreabiertas).

Periodo y frecuencia del muestreo

La frecuencia de las visitas de control mencionadas en el apartado 2 de la letra B del punto III del
Anexo B de la Directiva 91/67/CEE se determinar en funcién de los periodos durante los cuales la
enfermedad sea manifiesta o pueda detectarse; las inspecciones se llevarin a cabo después. Para
escoger el momento de las inspecciones se tendran también en cuenta las transferencias de moluscos,
operaciones que, generalmente, se realizan en primavera y en otofio. Por tanto, el muestreo se llevara a
cabo :

— una vez al afio, tras el periodo estival, en el caso de Marteilia refringens,

— dos veces al afio (en primavera y otofio) en el de Bonamia ostreae.

Tamadio de las muestras

Durante el periodo de control inicial de dos afios previo a la autorizacién, el tamafio de la muestra ser4
de 150 unidades en cada punto de muestreo, para poder garantizar un nivel de fiabilidad de deteccién
de portadores patégenos del 95 %, con una prevalencia del 2 %.

Durante los afios siguientes (mantenimiento de la autorizacién), el tamafio de la muestra podra redu-
cirse a 30 unidades para poder garantizar un nivel de fiabilidad de deteccién de portadores patégenos
del 95 %, con una prevalencia del 10 %.

Envio de muestras

Todas las muestras de moluscos deberédn llegar al laboratorio autorizado en un plazo de veinticuatro
horas a partir de su recogida. Deberdn estar embaladas con arreglo a las normas actuales para que se
mantengan en buenas condiciones. Se deberd pegar a la muestra una etiqueta en la que se especifique
el lugar de muestreo y su historial (si existiese).

Examen macroscopico

Los moluscos deberan abrirse con mucho cuidado para no dafiar los tejidos, sobre todo el manto, las
branquias, el corazén y la glandula digestiva. Se anotardn todas las anomalias y lesiones de los tejidos.

Preparacién y examen de las muestras paa detectar la bonamiosis

Inmunofluorescencia

Se podran realizar pruebas de inmunofluorescencia con larvas, ostras pequefias y ostras adultas. Una
vez secadas las muestras, aplastense las larvas o hidgase un frotis de impresién del tejido del corazén
sobre un portaobjetos de cristal de microscopio. Séquese al aire y fijese por inmersién en acetona
durante unos cinco a diez minutos. Estos preparados podrin utilizarse directamente o congelarse a
—20°C.

Prepérese una solucién de anticuerpos monoclonantes en una solucién amortiguadora [NaCl 8g/l,
KH, PO, 0,2g/l, Na, HPO, 12H,0 2,9g/1, KCl 0,2g/1, azida de Na 0,2 g/1, polisorbato (Tween) pH 7,4],
utilizando la dilucién recomendada por el proveedor.

Afiadir con una pipeta 50ul de la dilucién en cada uno de los pocillos o en los portaobjetos hasta
cubrir los frotis. Tras haberlos incubado en una cdmara himeda a 20 °C durante quince minutos,
lavense los portaobjetos con la solucién amortiguadora mencionada més arriba y cibranse con una
dilucién de anticuerpos de cabra del tipo IgG anti-ratén (50 l por pocillo) ligada con isotiocianato de
fluoresceina. La solucidn de anticuerpos se deberé diluir con arreglo a las recomendaciones del provee-
dor. Se afiadird azul de Evans (1 %) a la solucién amortiguadora utilizada para la dilucién.

Introdizcanse los preparados en una solucién amortiguadora de glicerina tras haberlos incubado en
una cdmara hlmeda a 20 °C durante quince minutos y examinense con un microscopio de rayos UV.
La aparicién de células esféricas con fluorescencia verde confirma la presencia de infeccién por
Bonamia ostreae.
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Podra recurrirse también a otras pruebas de laboratorio que ofrezcan resultados comparables.

4.2.  Frotis sanguineos

Una vez que las muestras de larvas y ostras se hayan secado al aire, aplastense las larvas o hégase un
frotis de impresién de los tejidos cardiacos en un portaobjetos histoldgico. Séquense los portaobjetos al
aire y fijense con metanol.

A continuacién tifianse las larvas y ostras preparadas de acuerdo con los métodos normalizados habi-
tuales para este tipo de tincion. Aclirense con agua del grifo, déjense secar completamente al aire frio
o caliente y méntense en resina sintética.

El parésito (de un tamafio de 2 micrémetros) se identifica por su citoplasma azul y su nicleo rojo. Se
puede observar en los hematocitos o fuera de ellos. Es suficiente un tiempo de observacién de cinco
minutos por portaobjetos.

4.3.  Histologia

Para poder realizar un examen histoldgico, higase una seccién que abarque el corazdn, la glandula
digestiva y las agallas, y coléquese la muestra en un liquido fijador como el de Davidson, Bouin o
Carson. Este tltimo permite el examen de las muestras mediante un microscopio electrénico en caso
necesario. Debera respetarse la proporcién del volumen de la muestra con respecto al volumen del
fijador (de uno a diez).

Hay varias tinciones no especificas (por ejemplo, Hematoxilina-Eosina o el proceso tricomatico de
Masson) que permiten ver la Bonamia ostreae. Estos ejemplos no son los dnicos validos y pueden
utilizarse otros métodos de tincién. Se recomienda examinar dos secciones por ostra.

El parésito (de un tamafio de 2 micrémetros) aparece profusamente en el tejido conjuntivo o en los
hematocitos.

5. Preparacién y examen de muestras para la deteccién de marteiliosis

5.1.  Diagndstico citoldgico
Para poder preparar los frotis, higase una seccién de la glandula digestiva y las branquias, eliminese el
exceso de agua colocando la muestra en un papel secante y hégase un frotis de impresién en el
portaobjetos utilizando el corte a través del tracto digestivo. Tras haber secado al aire los portaobjetos,
fijense con metanol durante dos o tres minutos.

Tifianse las muestras preparadas de acuerdo con los métodos normalizados habituales para este tipo de
tincién. Acldrense con agua del grifo, déjense secar completamente al aire frio o.caliente y méntense
en resina sintética.

El parasito, que en las fases iniciales de su desarrollo alcanza un tamafio comprendido entre 5y 8
micrémetros, puede llegar a alcanzar 40 micrémetros durante la esporulacion. El citoplasma de las
células adquiere un color azul de mayor o menor intensidad, y el nicleo es de un color rojo intenso.
Un halo brillante rodea las células secundarias o esporoblastos. Es suficiente un tiempo de observacién
de cinco minutos por portaobjetos.

5.2.  Examen histoldgico

Para obtener secciones histoldgicas, cortese un segmento de la glandula digestiva con unas tijeras
pequefias y coléquese la muestra en un liquido fijador, como el de Davidson, Bouin o Carson. El
Gltimo presenta la ventaja de que las muestras pueden volverse a examinar mediante un microscopio
electronico en caso necesario. Debera respetarse la proporcién del volumen del tejido con respecto al
volumen del fijador (no superior de uno a diez).

Posteriormente, las muestras se manipulardn con arreglo a los métodos histolégicos tradicionales. La
Marteilia refringens se puede observar mediante varias tinciones, como la Hematoxilina-Eosina o la
tricromética de Masson, aunque estos ejemplos no son los Gnicos, pudiendo utilizarse otros métodos.
Se recomienda examinar dos secciones por ostra.

Las fases iniciales de Martelia estin presentes en el epitelio del estdmago y las fases posteriormente
desarrolladas, en el epitelio de los diverticulos digestivos. También se pueden hallar esporangios libres
en el lumen del intestino.

IL EXAMEN DE LAS POBLACIONES DE OSTREA EDULIS CUANDO SE PRODUZCAN
MUERTES ANORMALES

Cuando se produzcan muertes anormales entre las poblaciones de Ostrea edulis, se efectuard una
investigacién de emergencia para determinar la etiologia del fendmeno.

La muestra, que deberd constar de cien ostras, se manipulard con arreglo al procedimiento de analisis
histolégico que se describe en la seccién I. Esta técnica debera aplicarse prioritariamente antes de
realizar cualquier otro tipo de examen.

Las muestras se fijardn preferentemente en el liquido fijador de Carson, que también permite reutilizar
la muestra para examinarla mediante un microscopio electrénico.



