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Esta prohibido el uso de corticostersides por vias oral
Y parenteral, autorizdndose su uso, a dosis terapéuticas
en aplicaciones locales {vlas auditiva, oftalmoldgica v
dermatologica, pero no oral nirectal), en inhalacién (para
tratamientos de asma y rinitis alérgica) y en inyecciones
pert & intraarticulares.

Cuando el Médico responsable del deportista con-
sidere que estd médicamente justificada la administra-
- cidn de corticostaroides por inyeccion intra o periarticular
0 en inhalacidn, deberd comunicarlo, previamente, a la
competicion, y por escrito a la Comision médica o anti-
dopaje federativa correspondiente, indicando el diagnés-
tico, tratamiento, método de aplicacidn y dosis a emplear,
entregando al deportista una copia. gue éste debera con-
servar. Ademas, si el deportista es seleccionado para
pasar un control de dopaje, debera declarar en el acta
de recogida de muestras al uso del medicamento que
contenga el corticosteroide prescrito y la forma, de entre
las permitidas, de utilizacion, aungque ésta sea tépica.

.2 Meétodos de dapaje

I1.2.1 Dopaje sanguinec.—Se define como dopaje

sanguineo la administracién de sangre o de productos

sanguineos gque cantengan hematies.

Secoion i

L. - Manipulaciones farmacoldgicas, fisicas y/o
quimicas

Se t:ons.idera_n manipulaciones:

Cateterizacidn y/o sondaje vesical.

Sustitucion y/o alteracidn de la orina.

Inhibicidn de la secrecidn rena! mediante la probe-
necida u otras sustancias con accidn y/o efecto farma-
colégico similar.

Administracion de epitestosterona {la concentracién
de epitestosterona urinaria permitida es inferior a
200 ng/ml).

Utilizacion de diurédticos.

El grupc farmacoldgico «Diuréticos» esta integrado
por cualquier sustancia cuya accion y/o efecto farma-
cologico sea igual o similar al de alguno de los siguientes
farmacos:

Acetazoclamida.
Acido etacrinico.
Altizida.

- Amilorida.
Bendroflumetiazida.
Benztiazida.
Bumetanida.
Canrenona.
Ciclotiazida.
Clopamida,
Clormerodrina.
Clortalidona.
Diclofenamida.
Espironoclactona.
Etozolina.
Furosemida.
Hidroclorotiazida.
Indapamida.
isosorbida.
Manitol.
Mebutizida.
Mersaiil.
Metolazana.

Piretanida.
Teclotiazida,
Torasemida.
Triamtereno.
Triclormetiazida.
Trometamol.
Xipamida.

‘MINISTERIO DE AGRICULTURA, -
PESCA'Y ALIMENTACION

REAL DECRETC 138/1997, dg 31 de enero,
por el que se. modifica parte de los ane-
xos del Real Decreto 1488/1984, de 1 de
julio, por el que se establecen medidas mini-
mas de lucha contra determinadas enferme-
dades de fos peces.

El Real Decreto 1488/1994, de 1 de julio, por el
que se establecen medidas minimas de lucha contra
determinadas enfermedades de los peces, transpone al
ordenamiento juridico interno fa Directiva 93/53/CEE,
del Consejo, e incorpora en su anexo F la Deci-
sion 92/632/CEE, que establece los planes de muestreo
y los métodos de diagndstice para la deteccién y con-
firmacidn de determinadas enfermedades de los peces.

Después de la adopcidn de la citada Decisidn, se han
producido nuevos avances practicos y cientificos que
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-requieren una actualizacion de los planes de muestreo

v los métodos de diagndstico. Dicha actualizacién afecta
al tamano de las muestras, las muestras que han de
tomarse,. el transporte de las mismas y ol método de
aislamiento de los virus que puedan presentarse en ellas.

Teniendo en cuenta la necesidad de proceder a rea-
lizar {a citada actualizacién, se adopté la Deci-
sién 96/240/CE, de la Comisién, de 5 de febrero, gue
modifica fa Decision 92/532/CEE, por la que se esta-
blecen los planes de muestreo y los métodos de diag-
néstico para la deteccién y confirmacién de determi-
nadas enfermedades de los peces, habienda consultado
para ello al Comité cientifico veterinario y ajustandose
al dictamen del Comité veterinario permanante.

Por ello, la presente disposicion se dicta para mo-
dificar el anexo F del Real Decreto 1488/1994,
de 1 de julio, en el que se recogia lo dispuesto en
la Decision 92/632/CEE, modificada por la Deci-
sion 96/240/CE.

El presente Real Decreto se dicta de acuerdo con
lo dispuesto en el articulo 149.1.16.2 de la Constitucion,
por el que se atribuye al Estado la competencia exclusiva
en materia de bases y coordinacidn general de la sanidad.

En su virtud, a propussta de la Ministra de Agricultura,
Pesca y Alimentacién, de acuerdo con el Consejo de
Estado y previa deliberacion del Consejo de Ministros
en su reunién del dia 31 de enero de 1997,

DISPONGO:

Articulo Uinico.

El anexo F del Real Decreto 1488/1994, de 1 de
julio, por el que se establecen las medidas minimas de
lucha contra determinadas enfermedades de los peces,
se sustituird por el anexo del presente Real Decreto.
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Disposicién adicional dnica.

La disposicion final primera del Real Decre-
to 1488,/1994, de 1 dejulio, se sustituye por la siguiente:

«Disposicion final primera.

Se faculta a la Ministra de Agricultura, Pesca
y Alimentacion para dictar, en el ambito de sus
competencias, las disposiciones necesarias para el
desarrollo del presente Real Decreto y, en parti-
cular, para efectuar las adaptaciones de |los anexos
a las modificaciones que introduzca la normativa
comunitaria.»

Disposicién final Unica.

El presente Real Decretc entrard en vigor el dia
siguiente al de su pubhcacron en el «Boletin Oficial del
Estadon.

Dado en Madrid a 31 de enero de 1997.
JUAN CARLOS R.

La Ministra de Agricultura, Pesca
y Alimentacién,

LOYOLA DE PALACIO DEL VALLE-LERSUNDI

ANEXO
PRIMERA PARTE

Procedimientos de muestreo y de analisis
para el control de la SHV y la NHI

L. Muestreo

1. Calendario de muestren.—Las explotaciones se
someterdn a inspecciones clinicas al menos dos veces
al afio durante el periodo comprendido entre octubre
¥ junio o siempre que la temperatura del agua sea inferior
a 14 °C. Los intervalos entre inspecciones deberan ser
de cuatro meses como minimo. Se inspeccionaran todas
las unidades de produccion {estanques, tanques, acua-
rios, jaulas de red, etc.) para comprobar si hay peces
muertos, de poco peso o que actien de manera anormal.
Deberd prestarse especial atencidn a la zona de desaglie
(si es posible), donde los peces de poco peso tienden
a acumularse debido a la corriente de agua.

2. Seleccidn y recogida de muestras.—Para realizar
los analisis que requieran las inspecciones, se reccgeran
entre 30 y 150 peces y/o muestras de fluide ovarico,
tal como figura en el cuadro 1. Si hubiese truchas arco
iris, todd la muestra estara compuesta de peces de esa
especie; en caso contrario, la muestra debera incluir
peces de todas las especies presentes siempre gue sean
propensas a la SHY o a ifa NHI, de conformidad con
el anexo A de la Directiva 21/67/CEE, relativa a las
condiciones de policia sanitaria aplicables a la puesta
en el mercado de animales y de productos de la acui-
cultura. Las especies estaran representadas en la mues-
tra proporcionalmente. Durante los dos primeros afios
del periodo inicial de control de cuatro afios previo a
la obtencidn de la autorizacion, la muestra deberda com-
ponerse de 150 ejemplares para garantizar que la detec-
cion de los portadores del virus se realiza con un margen
de aproximacién del 85 por 100, estandc afectados un
2 por 100 de los animales, excepto en las explotaciones
de salmdnidos sin reproductores en zonas costeras, don-
de la muestra se.compondra de 30 ejemplares. -

Durante los Gltimos dos afios del periodo de control,
el tamafio de la muestra puede reducirse a 30 a fin
de asegurar la deteccion de los virus con un margen
de aproximacién del 95 por 100, estando afectados
un 10 por 100 de los animales. En afios posteriores
{mantenimiento de la autorizacidn), el tamafo de la
muestra puede reducirse asimismo a 30.

Tratandose de explotaciones que pueden probar
documentalmente que han estado libres durante al
menos cuatro afos de SHVY y de NHI (gracias a la apli-
cacion regular de un programa oficial de inspeccion sani-
taria), la muestra reducida. también podra utilizarse
durante todo el periodo de control inicial de cuatro afios.

Si se emplea mas de una.-fuente de agua para la
produccidn de peces, la muestra compuesta de 1506 30
ejemplares deberd incluir peces que representen todos
los tipos de fuentes. Los peces de poco peso, gue actden
de manera anormal 0 muerios recientemante (sin des-
componer), seran lgs primeros que se incluyan en la
muestra, En caso de que no los haya, ésta debera estar
compuesta de peces sanos de apariencia normal, que

‘hayan sido recogidos de tal modo que estén represen-

tadas proporcionalmente todas las partes de explotacian
y clases de edad.

3. Preparacmn vy envio de muestras de peces.—An-
tes de su envio o traslado al laboratorio, se extraeran
de los peces partes de los ¢rganos que deban exami-
narse, con tijeras y pinzas estériles, y se introduciran
en tubos de plastico que contengan medio de transporte,
es decir, medio de cultivo celular con un 10 por 100

-de suero de ternera y antibioticos. Puede recomendarse

la combinacion de 200 U! de penicilina, a 200 ug de
estreptomicina y 200 ug de kanamicina por ml, aunque
podran utilizarse asimismo otros antibidticos de eficacia
probada. Los tejidos que se examinaran seran el bazo,
la parte anterior del rifidn y/o bien el corazén o el encé-
falo. En algunas ocasiones, debera examinarse fluido ova-
rico {cuadro 1).

En fluido ovarico o las partes de 6rganos de 10 peces .
podrdn ser recogidos en un solo tubo de plastico de
10 m! gue contenga 4 mi de medic de transporte vy
constituir una muestra conjuntad. El peso del tejido de
cada muestra deberd ser de 0.5 g como minimo. .

Los tubos se colocardan en recipientes aislados (por
ejamplo, cajas de poliastireno de paredes gruesas} con
una cantidad suficiente de hielo o de «bloques conge-
lados» para garantizar la refrigeracién de las muestras
a und temperatura comprendida entre O y 5 °C durante
su traslado al laboratorio. Se evitarad la congelacidn. La
temperatura de [a muestras durante el transporte nunca
debera exceder de 10 °C y en el momento de la recep-
cion todavia debera haber hislo en el recipiente de trans-
porte.

£l examen viroldgico deberd iniciarse lo antes posible
y nunca después de quB hayan transcurrido cuarenta
y ocho horas desde la recogida de las muestras 0. en
casos excepcionales, nunca después de que hayan trans-
currido setenta y dos desde el momento an gue el mate-
rial esté protegido por el medio de transporte y puedan
cumplirse los requisitos de temperatura durante el trans-
porte (véase el parrafo tercero).

Si pueden cumplirse los requisitos de temperatura
durante el transporte, podran enviarse peces enteros al
laboratorio. Los peces enteros podran ser envueltos en
papel absorbente y deberan enviarse en bolsas de plas-
tico refrigeradas segun se indica. También podran enviar-
se peces vivos.

4. Recogida de material suplementario para diag-
ndstico.—De acuerdo con el laboratorio de diagnéstico
correspondiente también se podran recoger otros tejidas
de peces, que se prepararan para efectuar examenes
suptementarios.
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Il.  Preparacicn de las rmuestras para ef examen
virologico

1. Homogeneizacién de los drganos.—Una vez en -

el laboratorio, se homogeneizara completamente el teji-
do de los tubos (con un triturador, mezclador o mortera)
y @ continuacidon se suspenderd el homogeneizado en
el medio de transporte original. Si la muestra esta for-
mada por peces enteros de menos de 6 cm de longitud,
éstos se desmenuzardn con tijeras estériles tras haber
eliminado la parte del cuerpo posterior a [a cloaca, se
homogeneizaran segtin el procedimiento descrito y se
suspenderan en el medio de transporte. La proporcién
final %ntre tejidos y medio de transporte debera ajustarse
a 1:10. :

2. Centrifugacion del homogeneizado.—Fl homoge-
‘neizado se centrifugara a una aceleracion de entre 2000
y 4000 x g durante quince minutos, en una centrifu-
gadora refrigerada a una temperatura comprendida entre
2y 5°C. y el sobrenadante se recogeré para su examen
¥ se tratara durante cuatro horas a 15 “C o durante toda
la noche a 4 °C con antibidticos. En esa etapa podra
ser util la gentamicina 1 mg/mil.

Si la muestra ha sido enviada en un medio de trans-
porte (es decir, con exposicion a antibidticos), podrd omi-
tirse el tratamiento de antibidticos del sobrenadante.

El tratamiento con antibiéticos tiene por objeto con-
trolar la contaminacion bacteriana de las muestras y hace
innacesaria la filtracion con filtros de membrana.

Si el sobrenadante recogido se almacena a —80 °C
en las cuarenta y ocho horas siquientes a la toma de
muestras, podrd ser descongelado v reutilizada una vez
para el examen virolagico. '

En caso de que surjan dificultades pricticas (por ejem-
plo, averia de la incubadora, problemas con los cultivos
celulares, etc.) que impidan inocular las células en las
cuarenta y ocho horas siguientes a la recogida de las
muestras de tejidos, se podréd congelar el sobrenadante
a —80°C vy realizar sl examen viroldgico en un plazo
de catorce dias. . o

Antes de la inoculacién de las células, el sobrenadante
se mezclara a partes iguales con un conjunto de anti-
sueros de los serotipos autéctonos anti-virus de NPI dilui-
do en la proporcion adecuada, y se incubara conjun-
tamente durante una hera como minimo a una tempe-
ratura de 15 °C y dieciocho horas como méaximo a una
temperatura de 4 °C. El titulo del antisuero debera ser
como minimo 1:2000 en una prusba de neutralizacién
en placa del 50 por 100. :

El tratamiento de todos los indculos con antisuaro
anti-virus de NPI {virus que en algunas partes de Europa
estd 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 virus de NPI. Con elle se logra reducir la duracion
de los examenes virologicos, asi ¢omo el ndmero 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-
duccién consideradas exentas de NPl podrd omitirse
el tratamienta de los indculos con antisuero anti-virus
de NPI.

Hl. Exdmenes viroldgicos

1. Cultivos y medios celulares.—Se -cultivardn bien
células BF-2 o RTG-2 y células EPC o FHM a una tem-
peratura comprendida entre 20 v 30°C en un medio
adecuado, por ejemplo, MEM de Eagle (o sus modifi-
caciones) con adicion de un 10 por 100 de suero vacuno

tetal y antibioticos en concentraciones normales.

Si las células se cultivan en frascos cerrados, es reco-
mendable amortiguar el medio con bicarbonato. El medio
utilizado para el cultiva de células en unidades abisertas
podra amortiguarse con Tris-HCI (23 mM} y bicarbonato
sc’J?dié:o (6 mM). El pH deberd ser lo més proximo posible
al.6.

Para la inoculacién con tejidos se emplearan cultivos
celulares jovenes (de entre cuatro y cuarenta y ocho
horas) y en crecimiento activo (no confluente) en el
momente de la inoculacién. _

2. Inoculacién de los cultivos celulares—La suspen-
sion del drgano tratada con antibiéticos se inoculara en
cultivos celulares en dos diluciones, es dacir, la dilucion
original y, ademas, una dilucién 1:10 de la misma, que
daran lugar a diluciones finales de tejidos en el medio
de cultivo celular de 1:100 y 1:1000, respectivamente
{a fin de evitar interferencias heamélogas). Deberan ino-
cularse, como minime, dos lineas celulares {véase el apar-
tado lll. 1). La relacién entre el tamafio del inéculo y
el volumen del medio de cultivo celular serad aproxima-
damente de 1:10. ;

Para cada dilucion y cada linea celular se empleara
al menos un 4rea celular de 2 cm? aproximadamente,
correspondiente a un pocillo de una placa de cultivo
celular de 24 pocillos. Se recomienda el uso de placas
de cultivo celular, aunque tambign son aceptables otras
unidades con areas de cultivo similares o mavyores.

3. Incubacién de los cultivos celulares —Los cultivos
celulares inoculados se incubardn entre siete y diez dias
a una temperatura de 15 °C. Si el color del medio de
cultivo pasa de rojo a amarillo, lo que indica la acidi-
ficacion del medio, se llevarad a cabo el ajuste del pH
con una solucién estéril de bicarbonato, o con una sus-
tancia equivalente para garantizar la propensién celular
a la infeccian viral. '

Cada seis meses se efectuard |a titulacion del material
congelado de virus de SHV y NHI para comprobar la
propensién de los cultivos celulares a la infeccién.

4. Microscopia.~Se observaran diariamente a unos
40 aumentos los cultivos celulares inaculados para com-
probar si se han producido ECP. Si hay signos evidentes
de ECP, se iniciardn inmediatamante los procedimientos
de identificacién del virus de conformidad con el apar-
tado IV.

5. Subcultivos.—Si después de la incubacién inicial
de siete o diez dias no se han desarrollado ECP, se rea-
lizaran subcultivos en nuevos cultivos celulares, utilizan-
do areas celulares similares a las del cultivo inicial.

Se reuniran alicuotas del medio (sobrenadante) de
todos los cultivos/pocilios pertenecientes al cultivo ini-
cial por lineas celulares siete o diez dias después de
la inoculacidn. El resultado se inoculard en cultivos celu-
lares homdlogos sin diluir y en una dilucion de 1:10
{aue daran lugar a diluciones de 1:10 y 1:100, respec-
tivamente, del sobrenadante) como se describe en el
apartado 2. La inoculacién podra ir precedida de la prein-
cubacién de las diluciones con el antisuero anti-NPI con
una dilucion adecuada como se describe en el aparta-
do LIL.2.

Los cultives inoculados se incubaran durante siete
o diez dias a una temperatura de 15 °C, segtn se indica
en el apartado 11.4.

Si se producen ECP toxicos en los tres primeros dias
de incubacidn, se podra realizar un subcultivo en esa
elapa, perc entonces las células deberan incubarse
durante siete dias y volver a subcultivarse durante otros
siete dias. Si se desarrollan ECP al cabo de tres dias,
las célufas podran subcultivarse una vez e incubarse has-
ta que transcurran catorce dias desde la inoculacién ini-
cial. En los Ultimos siete dias de incubacion no debera
registrarse ninguna prueba de toxicidad.
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V. Identificacion del virus

1. Pruebas de identificacion del virus.—Si se obser-
vare la existencia de ECP en un cultivo celular, se reco-
gerd medio (sobrenadante) y se someatera a una o varias
de las pruebas siguientes: neutralizacion, inmunofiuores-
cencia (IF) o] prueba de inmunocabsorcién enzimatica
{ELISA).

Si las pruebas no permiten identificar el virus con

- sequridad en una semana, el virus debera ser trasladado
a un laboratorio nacional de referencia para las enfer-
medades. de los peces o al laboratorio comunitario de
referencia para las enfermedades de Ios peces para su
inmediata identificacion.

Ef uso de inmunorreactivos para la identificacion del
virus requerird la aprobacién, con respecto al tftulo vy
a la especificidad, del [aboratorio nacional de referencia
para las enfermedades de los peces, y los inmunorreac-
tivos deberan ser de calidad de referencia.

2. Neutralizacién.—Se eliminaran las células del
medio recogido mediante gentrifugacion (2000-
4000 = g} o por filtracidon con filtros de membrana
(0,45 umj} v se diluird el medio a 1:100 y 1:10000 en
un medio de cultivo celular.

Se mezclaradn alicuotas de las diluciones con partes
iguales de los siguientes reactivos por separado, y se
incubaran durante sesenta mmutos a una temperatura
de 15 °C;

— anticuerpo con especificidad de grupo frente al

virus de la SHV (virus Egtved) 1:50 (1),

— anticuerpo con especificidad de grupo frente al
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (virus de
NHI) 1:50 (1),

— conjunto de antisueros de [os serotipos autéctonos

anti-virus de la necrosis pancreatica infecciosa {virus de
NPI) (cepas de referencia Sp, Ab o VR 299} 1.50 (1),

— medio 1:1.

De cada mezcla de suero y virus, se inoculardn al
menos dos cultivos celulares con 50 pl cada uno, y se
incubaran a 15 °C.

Podran usarse alternativamente otras pruebas de neu-
tralizacidn de probada eficacia.

3. Inmunofluorescencia {IF)—Para cada aislado viri-
co que se desee identificar, se sembrardn 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 después de veinticuatro
horas de cultive. Se preferiran las células EPC por su
fuarte adherencia a las superficies de cristal.

Cuando las células hayan sedimentado en la super-
ficie del cristal (aproximadamente una hora despues de
la siembra} o cuando los cultivos hayan sido incubados
durante un maximo de veinticuatro horas, se incculara
el virus que se desee identificar. Se inocularan cuatro

cultivos en la proporcion de 1:10 en volumen y otros
cuatro en la proporcion de 1:100.

Cuando havyan transcurrido entre veinte y treinta
horas después de la inoculacién, los cultivos se aclararan
dos veces en medio minimo fundamental (MEM) de
Eagle, sin suero, se fijardn con acetona y se tefiirdn con
ayuda de la inmunofluorescencia de doble capa. La pri-
mera capa de reactivo consistird en anticuerpos poli-
clonales o monoclonales de calidad de referencia. La
segunda capa de reactivo esta formada por un antisuero
conjugado con isotioctanato de fluoresceina con afinidad
por la inmunoglobulina utilizada en la primera capa. Para
cada uno de los antisueros analizados, se efectuara como
minimo la tincidén de un cultivo inoculado can una dosis
elevada y de otro inoculado con una dosis baja. La prueba
incluird controles positivos y negativos apropiados.

Los cultivos tefiidos se prepararan utilizando solucidn
salina de gliceral y se examinaran con luz ulravioleta
incidente, utilizando oculares de 10 x 0 12 % y objetivos
de 25 x o 40 x con aperturas numéricas > 0,7
y > 1,3 respectivamente.

Algunas cepas del virus Egtved presentan una fuerte
reaccion con el antisuero anti-cepa de referencia F1 en
la prueba de inmunofluorescencia, aunque no prasentan
reaccion alguna en las pruebas de neutralizacion.

La técnica de IF descrita se ofrece como gjemplo.
Podran usarse alternativamente otras técnicas de IF {en
relacidh con cultivos celulares, fijacién v antlcuerpos de
calidad de referencia) de probada eficacia.

4. Prueba de inmunoabsorcion enziméatica {ELI-
SA)—Los pocillos, de las placas de microtitulacién {por
ejemplo, inmunoplacas-Nunc, Maxisorp, Nung, Dinamar-
ca) se recubnran duranie una noche con las diluciones
recomendadas de fracciones inmunaoglobulinicas purifi-
cadas de proteina A de anticuerpos de calidad de refe-
rencia.

Tras aclarar los pocillos con solucion amortiguadora
PBS-Tween-20, se incorporara a los pocillos el virus que
se desee identificar en fases de dilucion dobles o cua-
druples y se dejara reaccionar con el anticuerpo de recu-
brimiento durante sesenta minutos a 37 °C. Tras el acla-
rado con solucién amortiguadora PBS-Tween-20, se afia-
diran anticuerpos con biotinil de la especificidad corres-
pondiente a la de los anticuerpos de recubrimiento y
se dejara reaccionar durante sesenta minutos a 20 °C.
Después de efectuar otro aclarado como el anterior, se

- ahadird estreptavidina conjugada con peroxidasa de

rabano {HRP) y se dejard reaccionar durante una hora
a 20 °C. Tras efectuar un dltimo aclarado. se visualizara -
la enzima ligada utilizando sustratos ELISA adecuados
(OPD u otros).

Esta version de ELISA basada en el empleo de biotina
y avidina se¢ ofrece a modo de ejemplo. En su lugar
podran utilizarse otras versiones de eficacia probada.

“

{1} © del modo indicado por ei laberatoric de referencia en lo gue respecta a
Ia posible citotoxicidad de o3 antisueros.

CUADRO 1 A

Obtencidn de la autorizacién

Zonas continentales:

a)  Explotaciones Con reprodUCtONSS ..........co...iv.eeissereesisssssssniererenenens

b} Explotaciones con reproductores anicamente .................. rerr e

t ]

Peces en crecimiento:
ndmero de peces utilizados -
para ¢l andlisis
fa drganas: afios 1y 2

Namero
de inspecciones
clinicas anuales:
afins 1y 2

Reproductores. Nimerno
de peces utilizados
para el analisis de fluido
ovérico afos 1y 2

2 1120(1.2 inspeccién) (*)
150 (2.2 inspeceion)
2 0 150 {12 6 2.2 inspeccidn)

38 {12 inspeccion)
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¢} Explotaciones sin reproductores

Zonas costeras:

a) Explotaciones de salmomdos sin rgproductores.
b) Explotacicnes de no satménidos sin eproductores.
¢} Explotaciones con reproductores

Nimern
de inspecciones
clinicas anuales:

Peces ah crecimiento:
namero de peces utilizadcs
para el analsis

Bepraductares: Numero
de peees utilizados
para el andlisis de fluido

de inspecciones
clinicas anuales:

NUmerg de peces utihzados
para el andlisis de ¢rganos:

afios 1y 2 de drganos: afios 1v 2 ovarico: afios 1y 2
2 150 {12y 27 insp'eccién) 0
2 30 (1.7 y 22 inspeccion); 0
2 1650 (1.*y 2.2 inspaccidn) ,
2 120 (1.2 inspeccion) 30 (1.2 inspeccidn)
150 (2 ® inspeccion) 0
MNumaero ‘ R-eproductores MNumera

de peces utilizados
para el analsis de thwdo

afos 3y 4 afios 3y 4 ovérico: afics 3y 4
Zonas continentales:
a) Explotaciones con reproductones ..o y 20 {12 ¢ 2.2 inspeccion)| 10 (1.2 6 2.2 inspeccion}
b} Explotaciones con reproductores UniCamente ............covieoieieieencinnes 2 0 _ ) 30:(12 60 22 inspeccion)
¢) Explotaciones sin reproductores .................................. Lt 2 30 {12 6 2 inspeccién)| O
Zonas costeras;
a) Explotaciones sin reproductores ... 2 30 {12 6 2. inspeccion)] O . _
b} Explatacionas con reprogdUCtares ... ensieinn i 2 20 {12 6 22 inspeccion)| 10 (1.2 & 2.2 inspeccion)
Nirmero maximo d& peces por muestra conjuntta: 10
{*} Inspecciones clinicas
CUADRO 1B )

Mantenimiento de la autorizacién

Nimero
de inspecciones
clinigas anuales

Peces en crecimiento:
nimero da peces utilizados
para sl andlisis
de drganos (1)

Reproductores: Nomero
de peces utilizados
pata el andlisis de fluido
ovarico {1)

Zonas continentales:

al Explotaciones con reproductores
h} Explotaciones con reproductores dnicamente
¢) Explotaciones sin reproductores

...................................................

Zonas costeras:

a} Explotacicnas sin reproductores
b) Explotaciones con reproductares

[ I

—_

20(1.2 6 22 inspeccitn)
D .

30 (1.2 y 2.2 inspeccion)

30(3)
20{1.26 2.2 inspeccian}

10 {12 & 2.2 inspeccidn) (2)

30 {12 6 2.7 inspeccidn) (2)

]

0
10 (1.2 & 2.2 inspeccidn) {2)

Numera maxime de peoas por muestra conjunta: 10,

{1} Las muestras sdlo deheran ser racogidas retativamente en un 50 por 100 cada afo de las explotaciones piscicolas de la zona.
{2) En circunstancias excepeionales, si es impasibla abtaner fluide ovinco, se debera tomar inuestras de los drganos.
{3) Las muestras deberan haberse recogido a mas tardar tres samanas después A haber trasladado los peces de agua duice a agua salada,

SEGUNDA PARTE

Procedimientos de diagnastico para la confirmacion
de la NHl y de la SHV en caso de brotes sospechosos

El dlagnostlco de la NHIy de la SHV s& podra realizar
mediante alguna de las srgunentes técnicas:

A.  Aislamiento convencional del virus y posterior
identificacién serclogica del mismo.

B. Aislamiento e identificacién seroldgica simulta-
nea del virus.

C. Oftras técnicas de dlagnostlco {IFAT, ELISA).

En las explotaciones de las zonas autorizadas, el pri-
mer diagnostico de la NHI y de la SHV no debera basarse
sélo en el métddo C. Debera utilizarse también el método
AoelB.

Es posible gue en algunos casos los tejidos destinados

al examen virolégico tengan que ir acompafiados de
material suplementario para examenes bacteriologicos,
parasitoldgicos, histoldgicos o de otro tipo que parmitan
un diagndstico diferencial. Este material se recogerd de
acuerdo con los procedimientos establecidos por la OIE.

LA  Aistamiento convencional del virus y posterior
identificacion serolégica del mismo

L.A.1 Seleccion de muestras.—Para el analisis se
seleccionaran como minimo 10 peces gue muestren los
sintomas tipicos de la NHI o de la SHV.

ILA.LL2 Preparacidon y envio de muestras de
peces.—Procédase del modo indicado en el apartado 1.1.3.

(LAJ.3 Recogida de material suplementario para
gua?:ﬁzstlco —Procédase del modo indicado en el aparta-

o}
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LAl Preparacion de las muestras para el examen
virolégico.—Procédase del modo indicado en el aparta-
do L1l

A Examen virologico.—Procédase del modo indi-
cado en el apartado LI, salvo gque podran usarse bien
células BF-2 o RTG-2 vy células EPC o FHM para la ino-
cuiacidn con tejidos.

ILAIV Identificacién del virus.—Procédase del moda
indicado en el apartado 1.11V.

LB Aislamiento e identificacion serologica simultanea
del virus

LBI.1 Seleccidén de muestras.—Procédase del modo
indicado en el apartado ILALLT.

I1.B.1.2 Preparacién y envio de muestras de
peces.—Procédase del modo indicado en el apartado 1.1.3.

I1.B..3 Recogida de material suplementario para
diagnostico—Procédase del modo indicado en el apar-
tado .1.4.

IL.B..1 Homogeneizacidn da los drganos.—Procéda-
se del modo indicado en el apartado LILT.

I1.B.I1.2 Centrifugacidon del homogeneizado.—Procé-
dase del modo indicado en el apartado |1l.2. :

iL.B.JI.3 Tratamiento del sobrenadante con antisue-
ros para diagnéstico.~La suspension del 6rgano tratada
con antibioticos y antisuero anti-virus de NPI se diluira
a 1:10 y 1:10000 en un medio de cultivo celular, las
alicuotas se mezclaran a partes iguales con los reactivos
enumerados en el apartado [LIV.2 y se incubaran durante
sesenta minutos a 15 °C.

1.B.1.1  Cuitivos v medios celulares.—Se culivaran
las células BF-2 o RTG-2 y EPC 0 FHM a una temperatura
comprendida entre 20 y 30 °C en un medio adecuado,
por ejemplo, MEM de Eagle {0 sus modificaciones) con
adicion de un 10 per 100 de suero vacuno fetal y anti-
histicos en concentraciones normales,

Si las células se cultivan en frascos cerrados, es reco-
mendable amortiguar el medio con bicarbonato. El medio
utilizado para el cultivo de células en unidades abiertas
podra amortiguarse con Tris-HCl (23 mM) y bicarbonato
sadico (6 mM). El pH debera ser 1o més proximo pomb!e
al.6.

Para la inoculacién con tejidos se emplearan cultivos
celulares jovenes (de entre cuatro y cuarenta y ocho
horas) y en crecimiento activo (no confluente) en el
momento de la inoculacion.

1.B.IIL.2 Inoculacidn de los cultivos celulares—De
cada mezcla de suero y virus (preparada del modo indi-
cado en el apartado 1[.B.I.3), se inocularan al menos
dos cultivos celulares por ]mea celular con 50 ul cada

|I BlL3 Inoculacién de los cultivos celulares.—Pro-

cédase del modo indicado en el apartado LIIL3,

{LB.Il.4 Microscopia.—Se obhservaran diariamente a
unos 40 aumentos los cultivos celulares inoculados para
comprabar si se han reproducido ECP. Si se han logrado
evitar la aparicion de ECP gracias a alguno de los anti-

sueros utilizados, el virus podré considerarse 1dent|flca— :

do.

En caso contrario, se iniciaran inmediatamente los
procedimientos de identificacion del virus de conformi-
dad con el apartado LIV,

HB.IILE Subcultivos.—Si no se han observado ECP
después de siete dias, se realizaran subcultivos a -partir
de los cultivos inoculados con sobrenadante y medio
(11.B.1.3) con arreglo al apartado i.111.5.

II.C  Otras técnicas de diagnostico

Las técnicas IFAT a ELISA descritas en los apartados
LAIWV.3 v ILAIV.4, respectivamente, se aplicaran al

sobrenadante, que se habra preparado del modo indi-
cado en el apartado ILAIL2. Estas técnicas rapidas se
completardn con un éxamen viroldégico con arreglo a
los apartados A o B antes de que bhayan transcurrido
cuarenta y ocho horas desde la toma de la musstra,
si

a} se obtuviese una reaccidn negativa, o

b} se obtuviese una reaccion positiva con material
aue constituya el primer caso de NH] o SHV en una

zona autorizada.

Los tejidos podran ser sometidos a otras técnicas
de diagndstico como IF realizada con cortes congelados
o inmunohistoquimica realizada con material fijado con
formol. Estas técnicas deberan completarse siempre con
la inoculacién en cultives celulares de tejidos no fijados.

ABREVIATURAS
BF-2 = fibroblasto de «Leponis macrochirus» {linea
celular):
ECP = afectos citopatogénicos.
ELISA = prueba de inmunoabsorcidn enzimatica.
EPC =;<E§)ithe]ioma papulosum cyprini» (Iinea celu-
ar). :
FHM = «Pimephales promeles» (linea celular).
FITC = isotiocianato de fluoresceina.
HRP = peroxidasa de rébano.
= inmunofluorescencia.
IFAT. =prueba de fluorescencia’ mdlrecta para la
deteccidn de anticuerpos. .
MEM = medic minimo fundamental.
NHI = necrosis hematopovyética infecciosa.
NPI = necrosis pancreatica infecciosa.
OPD = orto-fenilendiamina.
PBS = gsolucion salina amartiguadora fosfatada.
RTG-2 = gdénadas de trucha arco iris {linea celular).
SHV = septicemia hemaorragica viral.
Tris HC! = Tris (hidroximetil} aminometano-HCI.
3980 REAL DECRETQ 1683/1897, de 7 de febrero,

por &l que se fija la cuantia de los modulos
base que deberdn aplicarse para el cdlculo
de la indemnizacion cormpensatoria bdsica en
?gtg;mmadas zonas desfavorecidas en el afio

En la disposicidn adicional primera del Real Decre-
to 466/1930, de € de abril, por el que se regula la
indemnizacion compensatoria en determinadas zonas
desfavorecidas, se establece gue el Gobiernc aprobara
anualmente, a propuesta del Ministro de Agricultura, Pes-
ca y Alimentacidn, la cuantia de los madulos hase que
deben aplicarse para el célculo de fa indemnizacion com-
pensatoria basica.

Los Reales Decretos 633/1993, de 3 de mayo;
971/1994, de 13 de mayo; 488/1895, de 7 de abril,
y 659/1286, de 19 de abril, fijaron la cuantia de los
modulos base que deberian aphcarse para el calculo de
la indemnizacion compensatoria basica en determinadas
zonas desfavorecidas en los afios 1993, 1994, 19956
y 1996, respectivamente.

La presente situacion presupuestaria de 1997 no per-

-mite contmuar la linea de revalorizacion anual de los

importes de la indemnizacién compensatoria basica, por
lo gue éstos se fijan para el presente ano en la misma
cuantia que en 1996.

De conformidad con el articulo 29 del Reglamen-
to (CE) 2328/91, del Consejo, de 15 de julio, relativo
a la mejora de la eficacia de las estructuras agrarias,



