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(Istatymo galios neturintys teisés aktai)

REGLAMENTAI

KOMISIJOS REGLAMENTAS (ES) Nr. 175/2010
2010 m. kovo 2 d.

kurivo jgyvendinamos Tarybos direktyvos 2006/88/EB nuostatos dél padidéjusio Crassostrea gigas
riiSies austriy mirtingumo, siejamo su virusu Ostreid herpesvirus 1 pvar (OsHV-1 pvar), kontrolés
priemoniy

(Tekstas svarbus EEE)

EUROPOS KOMISIJA,

atsizvelgdama | Sutartj dél Europos Sajungos veikimo,

atsizvelgdama | 2006 m. spalio 24 d. Tarybos direktyva
2006/88/EB dél gyviiny sveikatos reikalavimy, taikomy akvakul-
tiros gyvinams ir jy produktams, ir dél tam tikry vandens
gyviiny ligy prevencijos ir kontrolés (), ypac i jos 41 straipsnio
3 dalj ir 61 straipsnio 3 dalj,

kadangi:

1

(4)

Direktyva 2006/88/EB nustatyti gyviiny sveikatos reika-
lavimai, taikomi teikiant rinkai akvakultiiros gyviinus ir
ju produktus. Be to, ja nustatytos minimalios kontrolés
priemonés, taikomos tam tikry vandens gyviiny ligy
protrikiy jtarimo arba protrikiy atvejais.

Tos direktyvos 41 straipsnyje nustatyta, kad valstybés
narés turi imtis atitinkamy priemoniy naujos ligos
protrikiui suvaldyti ir uzkirsti kelig tos ligos plitimui.
Jei apie atsiradusig nauja liga sukaupti duomenys parodo,
kad liga gali bati epidemiologiskai svarbi kitai valstybei
narei, atitinkama valstybé naré¢ nedelsdama apie tai infor-
muoja Komisijg, valstybes nares ir ELPA valstybes nares.

Keliose Prancizijos ir Airijos teritorijose 2008 m. vélyva
pavasar] ir vasarg buvo nustatytas padidéjes Crassostrea
gigas riSies austriy mirtingumas. Mirtingumo padidéjimas
buvo siejamas su neigiamais aplinkos veiksniais ir Vibrio
genties bakterija bei Ostreid herpeso virusu (OsHV-1),
jskaitant naujai aprasytg to viruso genotipg OsHV-1 pvar.

Pranciizijos institucijos informavo Komisija, valstybes
nares ir ELPA wvalstybes nares apie padétj ir apie

() OL L 328, 2006 11 24, p. 14.

2008 m. rugpjlicio mén. taikytas priemones, o 2008 m.
rugsé¢jo mén. klausimas buvo pateiktas svarstyti Maisto
grandinés ir gyviiny sveikatos nuolatiniame komitete.

2009 m. pavasarj padidéjes mirtingumas, siejamas su tuo
paciu veiksniy deriniu, buvo nustatytas Pranctizijoje, Airi-
joje ir Normandijos salose. Nors mirtingumo padidéjimo
priezastys iki $iol néra aiskios, i§ Airijoje ir Jungtinéje
Karalystéje 2009 m. atlikty epidemiologiniy tyrimy
galima spresti, kad virusas OsHV-1 pvar yra svarbus
mirtingumo padidéjimo veiksnys.

Siy valstybiy nariy ir Normandijos saly kompetentingos
institucijos informavo Komisija apie padétj ir priemones,
kuriy imtasi, o klausimas kelis kartus buvo pateiktas
svarstyti Maisto grandinés ir gyviiny sveikatos nuolati-
niame komitete.

Epidemijos sulaikymo priemonés, kuriy émési $iy vals-
tybiy nariy ir Normandijos saly kompetentingos institu-
cijos siekdamos suvaldyti naujai atsiradusios ligos
protriki, buvo grindziamos daugiausia Crassostrea gigas
austriy judéjimo i§ teritorijy, kuriose austriy mirtingumas
padidéjo, apribojimu.

Atsizvelgiant | pakartotinius naujos ligos protriikius 2009
metais ir | galimg jy pasikartojima bei tolesnio ligos
plitimo pavojy 2010 m. pavasar ir vasarg ir remiantis
jgyta patirtimi, yra tikslinga ir batina pratesti valstybiy
nariy, kuriose buvo ligos protriikiai, taikomas priemones.

Siekiant uZztikrinti vienodas Direktyvos 200688 EB reika-
lavimy dél naujai atsiradusiy ligy jgyvendinimo salygas ir
uztikrinti, kad priemonés, kuriy imtasi, bty pakankamos
neleisti ligai toliau plisti ir kartu bity i§vengta nebitiny
Crassostrea gigas austriy judéjimo apribojimy, reikia koor-
dinuoti $ios naujai atsiradusios ligos kontrolés priemones
Europos Sgjungos lygmeniu.
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(10)  Kai kompetentingos institucijos yra informuojamos, kad
nustatytas Crassostrea gigas austriy mirtingumo padidé-
jimas, reikéty paimti méginius ir atlikti tyrimus, kad
baty galima nustatyti, ar OsHV-1 pvar virusas yra ar jo
néra.

(11)  Jeigu OsHV-1 pvar genotipo viruso buvimas patvirti-
namas, valstybés narés turéty jgyvendinti ligos kontrolés
priemones, jskaitant uZzkréstos teritorijos nustatyma.
Nustatant uzkrésta teritorija reikéty atsizvelgti j Siame
reglamente nurodytus tam tikrus veiksnius. Sios ligos
kontrolés priemonés turéty bati taikomos tol, kol atlie-
kant patikrinimus nebus nustatyta, kad mirtingumas
nebedidéja.

(12)  Siekiant mazinti ligos plitimo pavojy reikéty nustatyti
Crassostrea gigas austriy judéjimo i§ uzkrésty teritorijy
ribojimus. Taciau reikéty numatyti tam tikras nukrypti
leidZiancias nuostatas, kai ligos plitimo pavojus sumazés.
Siomis nukrypti leidZian¢iomis nuostatomis reglamentuo-
jamas tam tikry Crassostrea gigas austriy, skirty auginti
tikivose ar vezti | moliusky natiralaus i$sivalymo vietas
kitoje uzkréstoje teritorijoje ar skirty Zmonéms vartoti,
judéjimas. Siekiant uztikrinti Crassostrea gigas austriy,
skirty auginti Gikiuose ar vezti j moliusky natiiralaus issi-
valymo vietas, siunty atsekamuma, prie siunty turéty biti
pridedamas gyviny sveikatos sertifikatas. Uzpildant serti-
fikatg turéty bati atsizvelgiama { 2008 m. gruodzio 12 d.
Komisijos reglamento (EB) Nr. 1251/2008 kuriuo jgyven-
dinamos Tarybos direktyvos 2006/88/EB nuostatos dél
akvakultiiros gyviny ir jy produkty pateikimo rinkai ir
importo | Bendrija reikalavimy bei dél tokiais atvejais
taikomy sertifikavimo reikalavimy ir kuriuo patvirti-
namas gyviny platintojy risiy sarasas (1), V priedo aiski-
namgsias pastabas.

(13)  Siekdamos gauti daugiau Ziniy apie $ios naujai atsiradu-
sios ligos bukle Sajungoje ir ypa¢ dar neuzkréstose vals-
tybése narése bei teritoriniuose vienetuose ir uztikrinti
ankstyva bet kokio OsHV-1 pvar viruso pasireiskimo
nustatyma valstybés narés gali noréti patvirtinti tikslinio
méginiy émimo ir OSHV-1 pvar viruso ankstyvo nusta-
tymo tyrimy programas. Crassostrea gigas austréms i$ teri-
torijy, kuriose 2009 m. pagal nacionalines priemones
arba 2010 m. pagal §j reglamenta nebuvo taikomos ribo-
jimo priemongs, turéty biti taikomi papildomi gyviiny
sveikatos reikalavimai, jeigu jos auginimo dkiuose ar
natiiralaus i$sivalymo tikslais jvezamos j valstybes nares
ar jy teritorinius vienetus, kuriuose taikoma tokia
programa, tol, kol nebus nustatyta, kad OsHV-1 pvar
viruso toje valstybéje naréje ar tame teritoriniame vienete
nebéra.

(14)  Siekiant uZtikrinti, kad skirtingose valstybése narése
surinktus duomenis, gautus vykdant ankstyvo OsHV-1
pvar viruso aptikimo méginiy émimo ir tyrimy
programas, biity galima palyginti, turéty bati nustatyti
tokiy programy turinio tam tikri reikalavimai.

() OL L 337, 2008 12 16, p. 41.

(15)  Tiksli ir laiku pateikta informacija apie padéti, susijusig su
OsHV-1 pvar viruso aptikimu valstybése narése, yra
esminé naujai atsiradusios ligos tinkamos kontrolés prie-
moné. Todel valstybés narés turéty nedelsdamos infor-
muoti Komisijg ir kitas valstybes nares apie 2010 m.
pirmg kartg patvirtintg viruso OsHV-1 pvar buvimg jy
teritorijoje.

(16) Be to, reikéty pasinaudoti internetiniais informacijos
puslapiais, parengtais pagal 2008 m. spalio 31 d. Komi-
sijos sprendimo 2009/177[EB, kuriuo jgyvendinama
Tarybos direktyva 2006/88/EB dél priezitiros ir likvida-
vimo programy ir valstybiy nariy, zony ar teritoriniy
vienety ligos neapimtos teritorijos statuso (3, 10
straipsni.

(17)  Siekdamos uztikrinti skaidrumg ir galimybe laiku pasi-
naudoti atitinkama informacija apie naujai atsiradusios
ligos bikle valstybés narés turéty pateikti Europos Komi-
sijai ir kitoms valstybéms naréms informacija apie
uzkréstas teritorijas, teritorijas, kuriose anksc¢iau buvo
taikomos ribojimo priemonés, tafiau jose virusas
OsHV-1 pvar nebuvo aptiktas ir buvo pradétos vykdyti
$io viruso ankstyvo aptikimo programos.

(18)  Kadangi iki Siol padétis dél naujai atsiradusios ligos tebéra
labai neaiski, Siame reglamente nustatytos priemonés
turéty bati taikomos iki 2010 m. gruodzio mén.
pabaigos.

(19)  Siame reglamente nustatytos priemonés atitinka Maisto
grandinés ir gyvany sveikatos nuolatinio komiteto
nuomone,

PRIEME S| REGLAMENTA;:

1 straipsnis

Apibréztis
Siame reglamente OsHV-1 pvar yra viruso Ostreid herpesvirus-1
(OsHV-1) genotipas, kuris yra nustatytas remiantis dalinio
sekvenavimo duomenimis, i§ kuriy matomas sisteminis 12

baziy pory i$nykimas genomo ORF 4 fragmente, palyginti su
OsHV-1 (GenBank # AY509253).

2 straipsnis
Méginiy émimas, tyrimas ir uzkrésty teritorijy nustatymas

1. Kai nustatomas padidéjes Crassostrea gigas riiSies austriy
(toliau — Crassostrea gigas austrés) mirtingumas, kompetentinga
institucija:

a) ima méginius pagal I priedo A dalj;

b) tiria méginius dél OsHV-1 pvar viruso naudodama I priedo B
dalyje nustatytus diagnostinius metodus.

() OL L 63, 2009 3 7, p. 15.
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2. Kai 1 dalies b punkte nurodyty tyrimy rezultatai patvir-
tina, kad méginiuose yra OsHV-1 pvar virusas, kompetentinga
institucija nustato uzkrésta teritorija. Ta teritorija nustatoma
remiantis kiekvieno atvejo analize ir atsizvelgiant  ligos plitimo
rizikai jtakg darancius veiksnius, kaip nustatyta I priedo C dalyje.

3. Valstybés narés nedelsdamos informuoja Komisija ir kitas
valstybes nares apie pirma jy teritorijoje 2010 m. nustatyta
uzkrésty teritorijg.

3 straipsnis

Crassostrea gigas austriy i§ 2 straipsnyje nurodytos
uzkréstos teritorijos tiekimo rinkai reikalavimai

1. Crassostrea gigas austrés i§ uzkrésty teritorijy, nustatyty
pagal 2 straipsnio 2 dalj, negali biti iSveZtos i§ tos teritorijos.

2. Nukrypstant nuo 1 dalies, Crassostrea gigas austriy siuntos
gali biti iSveztos i§ uzkréstos teritorijos, jeigu:

a) jos skirtos pervezti i kitg uzkrésta teritorija, nustatyta pagal 2
straipsnio 2 dalj;

b) jos yra i§ uzkréstos teritorjjos dalies, jskaitant peryklas,
kurioje nebuvo padidéjes mirtingumas ir siunta buvo patik-
rinta:

i) paémus méginius pagal I priedo A dalj; taip pat

ii) iStyrus juos dél OsHV-1 pvar viruso naudojant I priedo B
dalyje nustatytus diagnostinius metodus, o tyrimo rezul-
tatai buvo neigiami;

¢) jos yra skirtos toliau apdoroti, veZzti j valymo centrus, i$siun-
timo centrus ar perdirbimo prie§ pateikiant vartoti Zmonéms
jmones, kurios yra apriipintos kompetentingos institucijos
patvirtinta nuoteky apdorojimo sistema, kuri:

i) inaktyvuoja apvalkale esancius virusus; arba

ii) sumazina ligy perdavimo per gamtinius vandenis pavojy
iki priimtino lygio;

d) jos yra skirtos vartoti Zzmonéms ir supakuotos bei pazen-
klintos tuo tikslu pagal Europos Parlamento ir Tarybos regla-
mentg (EB) Nr. 853/2004 () ir

i) nebegalés islikti gyvos, jei bus grazintos i ta aplinka, i3
kurios yra kilusios; arba

ii) yra skirtos toliau perdirbti jy laikinai nelaikant perdirbimo
vietoje;

() OL L 139, 2004 4 30, p. 55.

e) siuntos ar jy produktai, skirti vartoti Zzmonéms jy toliau
neperdirbant, jei jie supakuoti j mazmeninei prekybai skirtas
pakuotes, atitinkanc¢ias Reglamento (EB) Nr. 853/2004
nuostatas dél tokiy pakuociy.

3. Prie 2 dalies a ir b punktuose nurodyty siunty, skirty vezti
austres, skirtas auginti tikiuose, ar j natiiralaus i$sivalymo vietas,
pridedamas gyviiny sveikatos sertifikatas, uzpildytas pagal $io
reglamento I priede pateikta pavyzdj ir Reglamento (EB)
Nr. 1251/2008 V priede nurodytas aiskinamasias pastabas.

4 straipsnis

2 ir 3 straipsniuose nustatyty priemoniy taikymo
nutraukimas

Kompetentinga institucija gali nustoti taikyti kontrolés prie-
mones dél uzkrésty teritorijy, nustatyty pagal 2 straipsnio 2
dali, ir tickimo rinkai apribojimy, numatyty 3 straipsnyje, 15
dieny po to, kai ji atliko du i eilés patikrinimus, po kuriy
paaiskéjo, kad mirtingumas nustojo didéti.

5 straipsnis

Crassostrea gigas austriy i§ teritorinio vieneto, kuriame

anks¢iau buvo taikomos kontrolés priemonés dél

padidéjusio Crassostrea gigas austriy mirtingumo, siejamo
su OsHV-1 pvar virusu, tiekimo rinkai reikalavimai

1.  Tiekiamos rinkai Crassostrea gigas austrés i§ teritorinio
vieneto, kuriame 2009 ar 2010 metais buvo taikomos ribojimo
priemonés dél padidéjusio Crassostrea gigas austriy mirtingumo,
siejamo su OsHV-1 pvar virusu, turi atitikti toliau nurodytus
reikalavimus:

a) prie jy pridétas gyviiny sveikatos sertifikatas, uZpildytas pagal
Sio reglamento II priede pateikta pavyzdj ir pagal Regla-
mento (EB) Nr. 1251/2008 V priedo aiskinamasias pastabas,
jeigu gyvinai:

i) skirt valstybéms naréms ar jy teritoriniams vienetams,
kuriuose vykdoma OsHV-1 pvar viruso ankstyvo apti-
kimo programa ir tas virusas néra aptiktas; bei

i) skirti auginti tkiuose ar veZzti j natdralaus iSsivalymo
vietas;

b) yra i3 teritorinio vieneto, kur OsHV-1 pvar viruso nebuvimas
yra jrodytas paémus méginius ir atlikus tyrimus pagal I
priedo A dalj; taip pat

¢) atitinka gyviiny sveikatos reikalavimus, nustatytus a punkte
nurodyto sertifikato pavyzdyje.

2. Ankstyvo OsHV-1 pvar viruso aptikimo programa, nuro-
dyta 1 dalies a punkto i papunktyje, turi atitikti $iuos reikala-
vimus:

a) programa turi bati deklaruota Maisto grandinés ir gyviiny
sveikatos nuolatiniam komitetui;
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b) tokia deklaracija turi atitikti Sprendimo 2009/177/EB II
priede nustatyto formos pavyzdzio 1, 5.1, 5.2, 5.3, 5.5,
5.9, 6 ir 7 punktus;

¢) programoje turi baiti numatyta:
i) méginiy émimas pagal I priedo A dalj;

ii) tyrimai dél OsHV-1 pvar viruso naudojant I priedo B
dalyje nustatytus diagnostinius metodus.

3. 1 dalis taikoma vieng savaite nuo Maisto grandinés ir
gyviiny sveikatos nuolatinio komiteto posédzio dienos, kurig
buvo deklaruota 1 dalies a punkto i papunktyje nurodyta
programa.

6 straipsnis
Internetinis informacinis puslapis

1. Valstybés narés pateikia Komisijai ir kitoms valstybéms
naréms:

a) uzkrésty teritorijy ir veiksniy, j kuriuos buvo atsizvelgta
nustatant $ias teritorijas, sgrasa, jskaitant atitinkamos terito-
rijos, nustatytos pagal 2 straipsnio 2 dalj, geografiniy riby
aprasy;

b) teritoriniy vienety sarasg, jskaitant atitinkamos teritorijos
geografiniy riby aprasa:

i) kuriuose 2009 m. buvo taikytos ribojimo priemonés dél
padidéjusio Crassostrea gigas austriy mirtingumo, siejamo
su OsHV-1 pvar virusu;

ii) kuriuose OsHV-1 pvar virusas nebuvo aptiktas ir tai
jrodyta uzkréstoje teritorijjoje paimty méginiy tyrimais,
atliktais pagal I priedo A ir B dalis;

¢) 5 straipsnio 2 dalyje nurodytas programy deklaracijas, iskai-
tant atitinkamos teritorijos geografiniy riby aprasa.

2. 1 dalyje nurodyta informacija turi bati atnaujinama ir
pateikiama internetiniuose informaciniuose puslapiuose, pareng-
tuose pagal Sprendimo 2009/177/EB 10 straipsni.

7 straipsnis
Ataskaity teikimas

Valstybés narés pateikia Komisijai pagal 5 straipsnio 2 dalj
deklaruoty programy vykdymo ataskaitas ne véliau kaip iki
2010 m. spalio 1 d.

Ataskaita turi atitikti Sprendimo 2009/177/EB VI priede nusta-
tyta formos pavyzdi.

8 straipsnis
Isigaliojimas ir taikymas

Sis reglamentas jsigalioja trecia dieng nuo jo paskelbimo Europos
Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Jis taikomas nuo 2010 m. kovo 15 d. iki 2010 m. gruodzio
31 d.

Sis reglamentas privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2010 m. kovo 2 d.

Komisijos vardu
Pirmininkas
José Manuel BARROSO
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I PRIEDAS

A DALIS

Atranka

1. 2 straipsnyje numatytas meginiy émimas

2 straipsnyje numatytus méginius sudaro ne maziau kaip 12 atskiry Crassostrea gigas austriy. Atrenkant $iuos
gyvinus imami silpny, turinéiy trikumy ar neseniai nugaiSusiy (nesuirusiy) atskiry austriy méginiai ir jie imami
tame teritoriniame vienete, kuriame stebimas padidéjes mirtingumas.

2. Meéginiy émimas, numatytas 3 straipsnio 2 dalies b punkte, 5 straipsnio 1 dalies b punkte ir 5 straipsnio 2 dalyje

a)

=

3 straipsnio 2 dalies b punkte numatytus meginius sudaro:

i) jeigu tai lervos, penki ne maZesni kaip 50 mg nesuardyty gyviiny méginiai, paimti tarp 4-os ir 8-os dienos
po apvaisinimo, jskaitant geldeles, i§ kiekvienos siuntos;

ii) jeigu tai austriy ikrai, maZesni nei 6 mm, 30 méginiy — 300 mg nesuardyty gyviny, jskaitant geldeles,
kiekvienai siuntai;

ili) jeigu tai austrés, didesnés nei 6 mm, 150 atskiry austriy i§ kiekvienos siuntos.

Atrenkant Siuos gyviinus méginyje jy turi baiti paimta proporcingai i§ visy siuntos daliy. Jeigu randama silpny,
turinéiy trikumy arba kg tik nugaiusiy (nesuirusiy) gyviny, pirmiausiai turi bati atrinkti ie gyviinai.

5 straipsnio 2 dalyje numatyta méginj sudaro ne maziau kaip 150 Crassostrea gigas atskiry austriy i§ kiekvienos
meéginiy émimo vietos. Méginiai imami visuose valstybés narés ar teritorinio vieneto, kuriuos apima programa,
tkiuose ar moliusky auginimo plotuose.

5 straipsnio 1 dalies b punkte numatyta méginj sudaro ne maziau kaip 150 Crassostrea gigas atskiry austriy i§
kiekvieno teritorinio vieneto.

Atrenkant gyviinus vadovaujamasi tokiais kriterijais:

— jeigu randama silpny, turiniy trikumy arba kg tik nugaiSusiy (nesuirusiy) gyviny, pirmiausiai turi bati
atrinkti Sie gyviinai. Jeigu tokiy gyviiny néra, atrinkti gyviinai turi apimti sveikus mazesnio nei 12 ménesiy
amziaus moliuskus,

— jeigu meéginiai imami tkiuose, kurie naudoja daugiau nei vieng vandens $altinj moliuskams auginti, méginiai
turi baiti imami i§ visy vandens 3altiniy taip, kad | méginj patekty austrés proporcingai i§ visy @kio viety,

— jeigu meéginiai imami moliusky auginimo plotuose, méginiai imami i§ pakankamo viety skaiciaus — bent
trijy méginiy émimo viety, jie turi bati i§ gyviny imami taip, kad méginyje baty gyviiny proporcingai i§
visy moliusky auginimo ploto daliy, jskaitant natiiralias moliusky augimvietes moliusky auginimo plote.
Atrenkant $ias méginiy émimo vietas vertinami trys pagrindiniai veiksniai: ankstesnis OsHV-1 pvar viruso
aptikimas toje teritorijoje, atsargy tankis, vandens srovés, batimetrijos duomenys ir tikininkavimo praktika.

5 straipsnio 2 dalyje numatytas méginiy émimas atliekamas vienerius metus po to, kai buvo nustatyta, kad
OsHV-1 pvar viruso paplitimas valstybéje nar¢je ar teritoriniame vienete yra maksimalus. Jeigu tokiy duomeny
néra, méginiai imami i§ karto po to, kai vandens temperatiira virsija 16 °C arba vienerius metus po to, kai
temperatira padidéja iki jprastos didZiausios metinés temperatiiros.

5 straipsnio 1 dalies b punkte numatyti méginiai imami pirmiausia vienerius metus, kaip nurodyta ¢ punkte.
Jeigu méginiai imami kitu metu nei tas vieneriy mety laikotarpis, méginiams paimtos austrés iki istyrimo turi
bati laikomos saglygomis, kurios yra lygiavertés ¢ punkte nurodytoms salygoms, tiek laiko, kol galima aptikti
OsHV-1 pvar virusg.
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B DALIS
OsHV-1 pvar viruso aptikimo diagnostiniai metodai
Taikymo sritis

Sia procediira paaiskinamas standartinis diagnostinis metodas, kurj reikia naudoti OsHV-1 pvar virusui aptikti ir
identifikuoti taikant polimerazés grandining reakcijg (toliau — PGR). Taip galima atskirti OsHV-1 ir OsHV-1 pvar
virusus.

Prireikus siekdamos optimizuoti reakcijos sglygas ir pritaikyti savo jranga bei sglygas laboratorijos gali taikyti Siame
priede apradyty metody modifikacijas, jeigu gali bti parodytas lygiavertis jautris ir specifiSkumas.

Apibréztis

OsHV-1 pvar yra apibréztas Sio reglamento 1 straipsnyje.

Iranga ir aplinkos sglygos

Diagnostinis tyrimas, naudojamas OsHV-1 pvar aptikti ir identifikuoti PGR badu, turi bati atliekamas naudojant
jrangg ir aplinkos salygomis, kuriomis paprastai atliekami klasikiniai PGR bandymai:

— Uzdara traukos spinta, kurioje yra UV skleidimo sistema, kad bty i§vengta potencialaus uZter§imo, kai
ruosiamas PGR miSinys.

— Du visiskai sukomplektuoti pipeciy rinkiniai (2 pl; 20 pl; 200 pl ir 1 000 pl), pirmasis — DNR ekstrakcijai, o
kitas — PGR miSiniui paruosti.

— Trys skirtingos pipetés: viena pipeté (2 pl) méginiams iSpilstyti { PGR misini, kita pipeté (20 pl) — EB méginiams
paimti ir trecia pipeté (20 pl) — jterpti PGR produktus i agarozés gelius.

— Filtravimo pipeciy antgaliai (2 pl; 20 pl; 200 pl ir 1 000 pul) DNR ekstrakcijai, PGR miSiniui paruosti ir méginiui
ispilstyti.

— Pipeciy antgaliai (20 pl) EB méginiams surinkti ir amplifikacijos produktams j agarozés gelj jterpti.

— Ciklinis termostatas amplifikacijoms atlikti.

— Horizontalios elektroforezés sistema PGR produkty elektroforezei atlikti.

— UV stalas PGR produktams po elektroforezés agarozés gelyje stebéti.

— Sistema geliy atvaizdams gauti.

Tyrima atliekantis tyréjas turi bati apsivilkes laboratorinj chalatg ir pirtines visais toliau aprasytais tyrimo etapais.
Laboratorinis chalatas ir pirstinés turi buti keiCiami po kiekvieno pagrindinio veiksmo: DNR ekstrakcijos, PGR
misinio ruo$imo, méginio i3pilstymo, amplifikacijos ir jterpimo i geli.

Siuos skirtingus tyrimo veiksmus rekomenduojama atlikti skirtingose patalpose. Be to, amplifikacija ir jterpimas j
gelj (elektroforezé) turéty bati atlieckami kitoje patalpoje nei ta, kur atlickama DNR ekstrakcija, PGR misinio
ruoSimas ir DNR isskirstymas.

Procediira
Méginio paruoSimas

Gyvos ar neseniai nugaiSusios (nesuirusios) austrés, kurios gali bati uzsaldytos iki tyrimo, apdorojamos DNR
ekstrakcijai atlikti.
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Meéginiai apdorojami skirtingai, priklausomai nuo jy dydzio:

a) jeigu tai lervos — nesuardyty gyviiny (jskaitant geldeles) 50 mg méginiai, sumaisyti su 200 pl distiliuoto vandens,

sutraiskomi ir centrifuguojami 1 000 g grei¢iu 1 minutg;

b) jeigu tai mazesni nei 6 mm austriy ikrai — nesuardyty gyviny (jskaitant geldeles) 300 mg méginiai, sumaisyti su

1200 pl distiliuoto vandens, sutraiSkomi ir centrifuguojami 1 000 g greiciu 1 minute;

¢) jeigu tai 6-15 mm dydzio austriy ikrai — kiekvieno gyviino minkstieji audiniai traiskomi atskirai;

d) jeigu tai didesni nei 15 mm gyviinai — Ziauny ir mantijos gabalai atskiriami.

DNR ekstrakcija atliekama naudojant QIAamp® DNA mazajj rinkinj (QIAGEN) ir laikantis audiniy tyrimo proto-
kolo.

Tolesnis méginio paruosimas atlickamas tokia tvarka:

10.

11.

12.

. Ipilti 100 pl supernatanto (jei tai a ir b punktuose nurodyti méginiai) arba jdéti 10-50 mg audiniy (jei tai c ir

d punktuose nurodyti méginiai) | 1,5 ml mikrocentrifugos mégintuvelj ir jpilti 180 pl buferinio ATL tirpalo.

. Ipilti 20 pl proteinazés K, maisyti kratant ir inkubuoti 56 °C temperatiiroje, kol audinys visiskai i$sileidzia (per

naktj). Periodiskai suplakti inkubuojamg mégini, kad jis i§simaisyty. Trumpai centrifuguoti 1,5 ml mikrocent-
rifugos meégintuvélj, kad bty pasalinti lasai nuo dangtelio.

. Ipilti j méginj 200 pl buferinio AL tirpalo, sumaiSyti kratant ir apverciant 15 s ir inkubuoti 70 °C tempera-

tiroje 10 minudiy. Trumpai centrifuguoti 1,5 ml mikrocentrifugos mégintuvélj, kad baty pasalinti lasai nuo
dangtelio.

. Ipilti j méginj 200 pl etanolio (90-100 %), sumaisyti kratant ir apverciant 15 s. Trumpai centrifuguoti 1,5 ml

mikrocentrifugos mégintuvélj, kad bity paalinti lasai nuo dangtelio.

. Atsargiai jpilti 4 etapu gautg miinj | QlAamp centrifugavimo kolonél¢ (2 ml surinkimo vamzdelj) nesudre-

kinant krasto. Uzdaryti dangtelj ir centrifuguoti 10 000 aps. 1 minute. ldéti QIAamp centrifugavimo kolonélg |
$vary 2 ml surinkimo mégintuvélj (yra rinkinyje) ir i$mesti mégintuvelj, kuriame yra filtratas.

. Atsargiai atidaryti QIAamp centrifugavimo kolonéle ir ipilti 500 pl buferinio AW1 tirpalo nesudrékinant

krasto. Uzdaryti dangtelj ir centrifuguoti 10 000 aps. 1 minute. [déti QIAamp centrifugavimo kolonéle |
$vary 2 ml surinkimo mégintuvélj (yra rinkinyje) ir iSmesti surinkimo mégintuvélj, kuriame yra filtratas.

. Atsargiai atidaryti QIAamp centrifugavimo kolonéle ir jpilti 500 pl buferinio AW2 tirpalo nesudrékinant

krasto. Uzdaryti dangtelj ir centrifuguoti visu grei¢iu (14 000 aps.) 3 minutes.

. (Alternatyvi galimybé). Idéti QlAamp centrifugavimo kolonéle j naujg 2 ml surinkimo mégintuvélj (jo néra

rinkinyje) ir imesti surinkimo mégintuvélj, kuriame yra filtratas. Centrifuguoti visu greiciu (14 000 aps.) 1
minute.

. 1déti QlAamp centrifugavimo kolonéle i svary 1,5 ml mikrocentrifugos mégintuvélj (jo néra rinkinyje) ir

iSmesti surinkimo vamzdelj, kuriame yra filtratas. Atsargiai atidaryti QlAamp centrifugavimo kolonéle ir jpilti
100 pl distiliuoto vandens. Inkubuoti 5 minutes kambario temperatiiroje ir centrifuguoti 10 000 aps. 1 min.

Kontroliuoti ekstrakcijos kokybe ir efektyvuma (pavyzdziui, matuojant optinj tankj (260 nm) spektrofotometru
arba po elektroforezés agarozés gelyje).

Praskiesti méginius, kad biity gauta galutiné 50-100 ng/ul DNR koncentracija.

Kol atlickama PGR analizé, DNR tirpalai laikomi 4 °C temperatiiroje.
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DNR ekstrakcijai gali biiti naudojami kiti komerciniai rinkiniai, jeigu jrodoma, kad juos naudojant gaunami panasis

rezultatai.

4.2.  Polimerazés grandininé reakcija (PGR)
4.2.1. Reagentai

— 10 X buferinis tirpalas (kartu su Tag DNR polimeraze)

— MgCl, (kartu su DNR polimeraze) (25 mM)

— Taq DNR polimerazé (Goldstar, Eurogentec) 5 V/ul

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Master miSinys (20 mM) turi bti praskiestas 10 karty (ki 2 mM) pries

naudojant

— d H,0 (distiliuotas H,O, kuriame néra DNR ir RNR)

4.2.2. Pradmenys

Privalo bati naudojami 3ie pradmenys (1):

CF (10 pM)

CR (10 pM)

4.2.3. PGR miSinys

PGR misinys kiekvienam mégintuvéliui yra:

Taris mégintuvélyje

Galutiné koncentracija

Buferinis tirpalas (10 X) 5l 1X
MgCl, (25 mM) 5ul 2,5 mM
dNTP (2 mM) 5ul 0,2 mM
CF (10 uM) 1l 0,2 M
CR (10 pM) 1l 0,2 M
Taq polimeraze (5 V/ul) 1 0,5ul 2,5V

dH,0

31,5 pl

— 49 pL 3io PGR misinio jpilama j kiekvieng PGR mégintuvélj

— 1 kiekvieng meégintuvélj jpilama 1 pl ekstrahuotos DNR (50-100 ng/pl)

4.2.4. Kontrolé

Naudojami dviejy tipy kontroliniai méginiai:

— Neigiamas kontrolinis méginys — dH,O (1 pl — 49 pl PGR misinio). Siekiama nustatyti galima reagenty ar darbo
aplinkos uZterStumga. Vienas neigiamas kontrolinis bandinys turi bati tiriamas kas 10 méginiy arba po kiek-

vienos méginiy partijos.

La Tremblade, Prancizija).

(1) Sie pradmenys ar jy aprasai gali biiti gauti i§ Bendrijos moliusky ligy etaloninés laboratorijos (LGP-Ifremer, av de Mus de Loup, 17390
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— Teigiama kontrolinj méginj sudaro plazmidés DNR, turinti CF-CR srities OsHV-1 tikslinj genoma. Ja siekiama
patikrinti PGR reakcijos veiksmingumga. Vienas teigiamas kontrolinis bandinys turi bati tiriamas atliekant
kiekvieng PGR tyrimg. Teigiamus kontrolinius méginius galima gauti i§ Bendrijos etaloninés laboratorijos.

4.2.5. Amplifikacija

Amplifikacijos ciklai yra atliekami ciklinio termostato aparatu.

— Pradiné denatiiracija: 2 min 94 °C temperatiiroje

— Amplifikacija 35 ciklai (1 min 94 °C temperatiiroje, 1 min — 50 °C ir 1 min — 72 °C)

— Galutiné elongacija: 5 min 72 °C temperatiiroje

4.3, Elektroforezé
4.3.1. Reagentai
— 50 X TAE (galima jsigyti jau paruo$tus naudoti):

Tribazé (40 mM) 242 ¢

Lediné acto ragstis (40 mM) 57,1 ml

Na,EDTA.2H,0 (1 mM) 18,61 g

dH,0 1 litrui

pH verte pakoreguoti iki 8

— Agarozes gelis 2,5 % 1X TAE

Etidzio bromidas (0,5 pg/ml), jpiltas atvésinus gel;.

— Melynojo dazo paruosimas:

Bromfenolio mélynasis 0,25 %

Ksileno cianolis FF 0,25 %

Sacharozé 40 %

Laikyti 4 °C temperatiroje.

Naudoti praskiestg 6 kartus (2 pl paruosto mélynojo dazo 10 ul PGR produkty).

— Molekulinio svorio Zymeklis:

SmartLadder SF (Eurogentec) Paruostas naudoti molekulinio svorio Zymeklis, jskaitant 9 nuolat tarpu atskirtas
juosteles nuo 100 iki 1 000 bp.

4.3.2. Agarozés gelio paruosimas

1. Pasverti 2,5 g agarozes, ipilti 100 ml 1X TAE ir kaitinti, kol miSinys issilydys.
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2. AtSaldzius tirpala pridéti etidzio bromido (5 ul 100 ml agarozés gelio) ir tirpalg patalpinti | specialia forma su
Suky pavidalo issikiSimais (plySiams formuoti).

3. Kai gelis polimerizuojamas, Sukos pasalinamos ir gelis padedamas | horizontalios elektroforezés sistema, turincia
pakankamai 1X TAE agarozés geliui padengti.

4. 10 pl PGR produkty maiSomi su 2 pl mélynojo dazo (6X) ir jterpiami i plySius.

5. Viena skylé skirta molekulinio svorio Zymekliui (5 pl).

6. Priklausomai nuo gelio dydzio ir storio naudojama 50-150 volty jtampa nuo 30 min iki 1 val

7. Gelis stebimas UV spinduliais.

4.4,  Rezultaty aiskinimas

OsHV-1 pvar virusas meéginyje nustatomas, jeigu 2,5 % agarozés gelyje atsiranda atitinkamo dydZio juostelé
(157 bp vietoje 173 bp nustatant OsHV-1), su visais neigiamais kontroliniais méginiais gaunant neigiama rezultatg,
o su teigiamais kontroliniais méginiais — teigiamg.

C DALIS
UzZkréstos teritorijos nustatymas

Nustatant uzkréstg teritorijg pagal 2 straipsnio 2 dalj turi bati atsizvelgta i Siuos ligos plitimo rizika lemiancius veiksnius:

a) moliusky skaiciy, populiacijos dydj ir pasiskirstyma infekuotuose tikiuose ar moliusky auginimo plotuose;

b) atstuma iki kaimyniniy tkiy ar moliusky auginimo ploty ir iy dkiy bei ploty tanki;

¢) perdirbimo jmoniy artuma, kontaktinius tkius ar kontaktinius moliusky auginimo plotus;

d) tkiuose ar moliusky auginimo plotuose esancias riisis;

¢) uzkréstuose ir kaimyniniuose tkiuose ar moliusky auginimo plotuose taikomga tkininkavimo praktikg; taip pat

f) hidrodinamines salygas ir kitus nustatytus epizootiniu pozitriu svarbius veiksnius.
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II PRIEDAS

Pavyzdinis gyviiny sveikatos sertifikatas tiekti rinkai Crassostrea gigas austres, skirtas auginti iikiuose arba vezti {

EUROPOS SAJUNGA

natiiralias moliusky iSsivalymo vietas

Prekybos tarp Saliy nariy sertifikatas

Paéto kodas

1.1. Siuntéjas 1.2. Sertifikato numeris l.2.a. Suteiktas vietinis sertifikato
Pavadinimas numeris
Adresas 1.3. Centriné kompetetinga institucija
Pasto kodas
1.4. Vietiné kompetetinga institucija
g 1.5. Gavéjas 1.6.
D Pavadinimas
[}
‘a Adresas
bt » 1.7
o Pasto kodas o
<
£
S| 1.8. Kimés alis ISO kodas | 1.9. 1.10. Paskirties Salis ISO kodas | I.11.
[a]
& | |
A|1.12. Siuntos kilmeés adresas/Surinkimo vieta 1.13. Paskirties adresas
- Patvirtinta vandens gyviiny laikymo vieta [] Patvirtinta vandens gyviny laikymo vieta []
Kiti [ Kiti []
Pavadinimas Patvirtinimo numeris Kiti Patvirtinimo numeris
Adresas Adresas

Pasto kodas

1.14. Pakrovimo vieta

Pasto kodas

1.15. 18vykimo data ir laikas

1.18. Transporto priemoné

Leéktuvas [] Laivas []
Kelio transporto priemoné []
Identifikacija:

1.17. VeZéjas
Gelezinkelio vagonas [] Pavadinimas
Kita [] Adresas
Pasto kodas

Patvirtinimo numeris

Salis nareé

1.18. Gyviny rasis/Produktas

03.07

1.19. Prekés kodas (KPN)

1.20. Skaigius/Kiekis

(Mokslinis pavadinimas)

1.21. 1.22. Pakuodiy skaiéius
1.23. Konteinerio identifikacija/Plombos numeris 1.24. |pakavimas
1.25. Gyvinai/Produktai
Veislei [] Pakaitiniai gyvanai []
1.26. Tranzitu per trediaja 3alj — 1.27. Tanszitu per ES $alis —
Trecioji Salis ISO kodas Salis naré ISO kodas
I18vaziavimo vieta Kodas Salis naré ISO kodas
|vaZiavimo vieta PVP vieneto numeris Salis naré ISO kodas
1.28. ISO kodas 1 1.29.
Tredioji Salis ISO kodas
I1Svaziavimo vieta Kodas
1.30.
1.31. Gyviny identifikacija
Rosys Kiekis
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EUROPOS SAJUNGA Tiekti rinkai Crassostrea gigas austres, skirtas auginti Ukiuose arba

gabenti j naturalias moliusky iSsivalymo vietas

Il dalis. Sertifikavimas

II. Informacija apie sveikatg Il.a. Sertifikato numeris Il.b.

MEm.1.

1.1.1.

mi.1.2.

Mm.1.2.

"Em.2.

.2.1.

.2.2.

11.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

Pastabos

| dalis.

— 112 langelis. Prireikus, naudojamas leidimo numeris, skirtas atitinkamam 0kiui ar moliusky auginimo plotui.

— 113 langelis. Prireikus, naudojamas leidimo numeris, skirtas atitinkamam 0kiui ar moliusky auginimo plotui.

— L.20ir

— |. 25 langelis. [radyti ,Veislininkysté®, jei skirtos auginti Okiuose, ,Natlralus i8sivalymas®, jei gabenamos natdraliai i8sivalyti.

Reikalavimai dél Crassostrea gigas austriy, kilusiy i$ uzkréstos teritorijos, nustatytos pagal Reglamento (ES) Nr. 175/2010
2 straipsnj

AS, toliau pasirades oficialiai paskirtas inspektorius, patvirtinu, kad 3io sertifikato | dalyje nurodytos Crassostrea gigas austrés:

yra i$ teritorijos, kurioje taikomos ligos kontrolés priemonés dél padidéjusio Crassostrea gigas austriy mirtingumo, siejamo su OsHV-1 pvar
virusu;

gali bati tiekiamos rinkai pagal Reglamento (ES) Nr. 175/2010 3 straipsnio 2 dalies a punktg;]

yra i$ uzkréstos teritorijos dalies, kurioje moliusky mirtingumas néra padidéjes, i§ siuntos buvo paimti Crassostrea gigas austriy meéginiai ir
istirti pagal Reglamento (ES) Nr. 175/2010 | prieda, o tyrimo rezultatai buvo neigiami;]]

Reikalavimai dél Crassostrea gigas austriy i$ valstybés narés ar teritorinio vieneto, kuriam anksc¢iau buvo taikomos ribojimo
priemonés dél padidéjusio Crassostrea gigas austriy mirtingumo, siejamo su OsHV-1 pvar virusu, skirty valstybéms naréms ar
teritoriniams vienetams, kuriuose taikoma OsHV-1 pvar viruso aptikimo programa

AS, toliau pasirades oficialiai paskirtas inspektorius, patvirtinu, kad 3io sertifikato | dalyje nurodytos Crassostrea gigas austrés:
atveztos i§ Okio ar moliusky auginimo ploto, kuriame remiantis dkio ar moliusky auginimo ploto dokumentais, néra padidéjusio mirtingumo;

atveztos i$ teritorinio vieneto, kuriame OsHV-1 uvar viruso nebuvimas jrodytas imant Crassostrea gigas austriy méginius ir juos tiriant
pagal Reglamento (ES) Nr. 175/2010 | prieda.]

Vezimo ir Zenklinimo reikalavimai
A8, toliau pasiraSes oficialiai paskirtas inspektorius, patvirtinu, kad:

Sio sertifikato | dalyje nurodytos Crassostrea gigas austrés laikomos salygomis, jskaitant vandens kokybe, nekeigiangiomis jy sveikatos
baklés,

vezimo talpykla prie§ pakrovima yra Svari, i§dezinfekuota arba ankséiau nebuvo naudota,

siuntos tapatumas nustatomas i$ talpyklos i8oréje arba, gabenant mazuoju Zvejybos traleriu, laivo manifeste esandios jskaitomos etiketés
su atitinkama informacija, nurodyta Sio sertifikato | dalies 1.8-1.13 langeliuose, ir i§ tokio uZraSo:

arba  (")[Crassostrea gigas austrés skirtos auginti Tikiuose ar gabenti | natiiralaus i§sivalymo vietas, esandias teritorijoje, kurioje taikoma
OsHV-1 pvar viruso ankstyvo aptikimo programa]

arba  (")[,Crassostrea gigas austrés skirtos auginti Okiuose ar gabenti | natiralaus i$sivalymo vietas, esandias teritorijoje, kurioje
taikomos ligos kontrolés priemonés, ir atveztos i§ teritorijos, kurioje taikomos ligos kontrolés priemonés®].

1.31 langeliai. 31: Kiekis: nurodyti bendrg skaiéiy.
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EUROPOS SAJUNGA Tiekti rinkai Crassostrea gigas austres, skirtas auginti tikiuose arba
gabenti j natiralias moliusky iSsivalymo vietas

II. Informacija apie sveikatg Il.a. Sertifikato numeris I.b.

Il dalis.

(") Palikti tinkama varianta.

(®) Sio sertifikato 1.1 dalis talkoma Crassostrea gigas austriy siuntoms i§ uzkréstos teritorijos, nustatytos pagal Reglamento (ES) Nr. 175/2010
2 straipsnio 2 dalj, ir kurias pagal to reglamento 3 straipshio 2 dalies a ar b punkty leidZziama iSveZzti i§ tos teritorijos.

(®) Sio sertifikato 11.2 dalis taikoma Reglamento (ES) Nr. 175/2010 5 straipsnio 1 dalyje nurodytoms Crassostrea gigas austriy siuntoms, kurios skirtos
valstybéms naréms ar teritoriniams vienetams, kuriuose taikoma OsHV-1 pvar viruso ankstyvo aptikimo programa ir kurios atveztos i teritorijos,
kurioje buvo taikomos ribojimo priemonés dél padidéjusio Crassostrea gigas austriy mirtingumo.

Oficialiai paskirtas veterinarijos gydytojas arba oficialiai paskirtas inspektorius

Vardas ir pavardé (didZiosiomis raidemis): Kvalifikacija ir pareigos:
Vietinis veterinarijos vienetas (tarnyba): LVU Nr.:
Data: Para$as:

Antspaudas:




