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II

(Nelegislativi akti)

REGULAS

KOMISIJAS REGULA (ES) Nr. 175/2010
(2010. gada 2. marts),

ar ko isteno Padomes Direktivu 2006/88/EK attieciba uz pasakumiem, lai kontrolétu Crassostrea
gigas sugas austeru paaugstinatu mirstibu saistiba ar austeru herpesvirusa 1 pvar (OsHV-1 pvar)
konstatésanu

(Dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOMISIJA,
nemot véra Ligumu par Eiropas Savienibas darbibu,

nemot véra  Padomes  2006. gada  24.  oktobra
Direktivu  2006/88/EK par akvakultiiras dzivniekiem un to
produktiem izvirzitajam dzivnieku veselibas prasibam, ka ari
par konkrétu tdensdzivnieku slimibu profilaksi un kontroli (1),
un jo Ipasi tas 41. panta 3. punktu un 61. panta 3. punktu,

ta ka:

(1)  Direktiva 2006/88/EK noteiktas dzivnieku veselibas
prasibas, kas piemérojamas akvakultiras dzivnieku un
to produktu laiSanai tirgh. Taja noteikti ari minimalie
profilaktiskie pasakumi, kas japieméro, ja ir aizdomas
par ddensdzivnieku saslim$anu ar konkrétam slimibam,
vai $adu slimibu uzliesmojumu gadijuma.

()  Minétas direktivas 41. pantd noteikts, ka dalibvalstim
javeic atbilstigi pasakumi, lai kontrolétu stavokli jaunu
slimibu gadijumos un novérstu $adas slimibas izplati-
$anos. Jaunas slimibas gadijuma attiecigajai dalibvalstij
nekavéjoties jainformé Komisija, dalibvalstis un EBTA
dalibvalstis, ja konstatétie fakti ir epidemiologiski nozi-
migi citai dalibvalstij.

(3)  Vairakas zonas Francija un Irija 2008. gada pavasara
beigas un vasara konstatéja Crassostrea gigas sugas austeru
(“Crassostrea gigas austeres”) paaugstinatu mirstibu. To
skaidroja ar vairakiem nelabvéligiem vides faktoriem
kombinacija ar Vibrio gints baktériju klatbftni un austeru
herpesvirusa 1 (OsHV-1) klatbiitni, ieskaitot jaunu minéta
virusa genotipu OsHV-1 pvar, kas nesen identificéts.

(4 Francijas iestades informé&a Komisiju, dalibvalstis un
EBTA dalibvalstis par So stavokli un par pasakumiem,

() OV L 328, 24.11.2006., 14. Ipp.

kas veikti 2008. gada augusta, un par $o jautdjumu
2008. gada septembri informéja Partikas aprites un dziv-
nieku veselibas pastavigo komiteju.

2009. gada pavasari Francija, Irija un Normandijas salas
atkal konstatéja paaugstinatu mirstibu, kas bija saistita ar
iepriek§ minéto faktoru kombinaciju. Lai gan mirstibas
celoni vél joprojam ir neskaidri, Irija un Apvienotaja
Karalistt 2009. gada veiktie izmeklgjumi liecina, ka
OsHV-1 pvar viruss bitiski ietekmé mirstibu.

Minéto dalibvalstu un Normandijas salu iestades infor-
méja Komisiju par 3o stavokli un par veiktajiem pasaku-
miem, un par $o0 jautdjumu vairakas reizes informéja
Partikas aprites un dzivnieku veselibas pastavigo komi-
teju.

lerobezosanas pasakumi, ko veica minéto dalibvalstu un
Normandijas salu kompetentas iestades, lai kontrolétu
stavokli saistiba ar jauno slimibu, galvenokart bija balstiti
uz to, lai ierobezotu Crassostrea gigas austeru parvietoSanu
arpus zonam, kuras konstatéta paaugstinata mirstiba.

Nemot véra to, ka 2009. gada konstatéja jaunas slimibas
atkartotus gadijumus un ka tie var atkartoties, ka ari
turpmakas izplatiSanas risku 2010. gada pavasari un
vasara, un pamatojoties uz gito pieredzi, ir lietderigi
un ir nepiecieSams paplasinat pasakumus, ko jau ir
veikusas skartas dalibvalstis.

Lai nodroSinatu vienadus nosacijumus Direktivas
2006/88/EK prasibu istenodanai attieciba uz jaunam
slimibam un lai nodro$inatu to, ka veiktie pasakumi
nodrodinatu pietiekosi iedarbigu aizsardzibu pret turp-
maku izplatiSanos, vienlaikus nenosakot nevajadzigus
ierobezojumus Crassostrea gigas austeru parvietosanai, ir
nepiecieSams koordinét Sos pasakumus attieciba uz $o
jaunas slimibas stavokli Eiropas Savienibas méroga.
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(10)  Péc tam, kad kompetentas iestades ir informétas par to, svarigi, lai efektivi kontrolétu stavokli jaunas slimibas

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

ka ir konstatéta Crassostrea gigas austeru paaugstinata
mirstiba, janem paraugi un javeic testi, lai konstatétu
vai izslégtu OsHV-1 pvar klatbiitni.

Kad ir apstiprinata virusa genotipa OsHV-1 pvar klat-
biitne, dalibvalstim jaisteno slimibas kontroles pasakumi,
ieskaitot robezzonas izveidi. Nosakot robezzonu, janem
véra konkréti faktori, kas minéti 3aja regula. Minétie
slimibas kontroles pasakumi jaisteno lidz dienai, kad
parbaudes apstiprina, ka paaugstinata mirstiba ir apturéta.

Jaierobezo Crassostrea gigas austeru parvietoSana arpus
robezzonas, lai mazinatu slimibas izplatiSanas risku.
Tomér janosaka dazas atkapes gadijumos, kad slimibas
izplatisanas risks nav liels. Sis atkapes attiecas uz tadu
konkrétu Crassostrea gigas austeru parvieto$anu, kuras
paredzétas nosiitiSanai uz audzéSanas zonam vai izkla-
$anas zonam cita robezzona vai kuras ir paredzétas lieto-
Sanai partika. Lai nodro$inatu tadu Crassostrea gigas
austeru sitfjumu izsekojamibu, kuri ir paredzéti nositi-
§anai uz audzésanas zonam vai izklaanas zonam, tiem
japievieno dzivnieku veselibas sertifikats. Aizpildot serti-
fikatu, janem véra skaidrojosas piezimes, kas minétas
V pielikuma Komisijas 2008. gada 12. decembra Regulai
(EK) Nr. 1251/2008, ar ko 1isteno Padomes
Direktivu 2006/88/EK attieciba uz nosacijumiem un
sertifikacijas prasibam par akvakultiiras dzivnieku un to
produktu lai§anu tirgd un importu Kopiena un nosaka
parnésatajsugu sarakstu (7).

Lai iegiitu vairak informacijas par §is jaunas slimibas
stavokli Savieniba un it Ipasi dalibvalstis un iecirknos,
kas vel nav 3§is slimibas skarti un lai nodrosinatu
OsHV-1 pvar agrinu konstatéSanu, dalibvalstis var véléties
izveidot programmas, kuru mérkis bitu paraugu
nemsana un testu veiksana OsHV-1 pvar agrinai konsta-
téSanai. Uz Crassostrea gigas austerém, kas ir no zonam,
kuras 2009. gada istenoti ierobeZoSanas pasakumi
saskana ar attiecigaja valsti noteiktajiem pasakumiem
vai 2010. gada — saskana ar $o regulu, jaattiecina papildu
dzivnieku veselibas prasibas, ja $is austeres ievestas
audzéSanai vai izklasanai dalibvalstis vai iecirknos, uz
kuriem attiecas $ada programma, ja vien minétaja dalib-
valsti vai iecirkni nav konstatéts OsHV-1 pvar.

Lai nodrosinatu to, ka dazadas dalibvalstis dati, kas apko-
poti saistiba ar programmam, kuras paredz paraugu
nemsanu un testu veikSanu OsHV-1 pvar agrinai konsta-
teSanai, blitu salidzinami, janosaka konkrétas prasibas par
§adu programmu saturu.

Tas, ka ir atri ir pieejama preciza informacija par stavokli
saistiba ar OsHV-1 pvar konstatéSanu dalibvalstis, ir

() OV L 337, 16.12.2008., 41. Ipp.

(16)

(18)

(19)

gadijumos. Tapéc dalibvalstim bez lickas kavesanas jain-
formé Komisija un paréjas dalibvalstis par pirmo apstip-
rinato OsHV-1 pvar virusa klatblitnes gadijumu savas
valsts teritorija 2010. gada.

Turklat jaizmanto informacijas lapas interneta, kas izvei-
dotas saskapa ar 10. pantu Komisijas 2008. gada
31. oktobra Lémuma 2009/177EK, ar ko ievie§ Padomes
Direktivu  2006/88/EK attieciba uz uzraudzibas un
izskausanas programmam un slimibas neskartu dalib-
valstu, zonu un iecirknu statusu (2).

Lai nodrosinatu parredzamibu un to, ka ir atri pieejama
svariga informacija par jaunas slimibas stavokli, dalibval-
stim jasniedz Komisijai un paréjam dalibvalstim informa-
cija par robezzonam, zonam, kurds iepriek$ pieméroti
ierobezosanas pasakumi, bet kuras ir pieradits, ka Sajas
zonas vairs nav OsHV-1 pvar, un kuras ir izveidotas
programmas OsHV-1 pvar agrinai konstatéSanai.

Saistiba ar jaunas slimibas stavokli ir daudz neskaidribu,
tadé] $aja regula noteiktie pasakumi japieméro lidz
2010. gada beigam.

Saja regula paredzétie pasakumi ir saskana ar Partikas
aprites un dzivnieku veselibas pastavigas komitejas atzi-
numu,

IR PIENEMUSI SO REGULU.

1. pants

Definicija

Saja regula OsHV-1 pvar nozimé austeru herpesvirusa 1 (OsHV-
1) genotipu, kas definéts, pamatojoties uz daléjas sekvences
datiem, kas uzrada sistematisku 12 bazu paru deléciju genoma
ORF 4, salidzinot ar OsHV-1 (GenBank # AY509253).

1.

2. pants
Paraugu nemsana, testéSana un robeZzonu izveide

Ja konstaté Crassostrea gigas sugas austeru (“Crassostrea gigas

austeres”) paaugstinatu mirstibu, kompetenta iestade:

a) nem paraugus saskana ar I pielikuma A dalu;

b) veic testu, lai noteiktu OsHV-1 pvar klatbitni, saskana ar
[ pielikuma B dala minétajam diagnostikas metodém.

() OV L 63, 7.3.2009., 15. Ipp.
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2. Ja 1. punkta b) apakSpunkta minétd testa rezultata
konstaté OsHV-1 pvar klatbaitni, kompetenta iestade izveido
robezzonu. Minéto zonu defing, pamatojoties uz konkréta gadi-
juma analizi, nemot véra faktorus, kas ietekmé slimibas izplati-
Sanas risku, ka minéts I pielikuma C dala.

3. Dalibvalstis bez lieckas kavésanas informé Komisiju un
paréjas dalibvalstis par pirmo robezzonu, kas izveidota attiecigas
valsts teritorija 2010. gada.

3. pants

Prasibas tadu Crassostrea gigas austeru laiSanai tirgi, kuras
ir no 2. panta minétas robezzonas

1. Crassostrea gigas austeres no robezzonam, kas izveidotas
saskana ar 2. panta 2. punktu, neparvieto arpus $im zonam.

2. Atkapjoties no 1. punkta, Crassostrea gigas austeres drikst
parvietot arpus robeZzonas, ja:

a) tas ir paredzétas nositi§anai uz citu robezzonu, kas izveidota
saskana ar 2. panta 2. punktu;

b) tas ir no robezzonas dalas (ieskaitot audzétavas), kuru nav
skarusi paaugstinata mirstiba, un sttjumam:

i) ir nemti paraugi saskana ar [ pielikuma A dalu; un

ii) veikti testi, lai noteiktu OsHV-1 pvar klatbiitni, saskana ar
[ pielikuma B dala minétajam diagnostikas metodém;

¢) pirms lietoSanas partika tas ir paredzétas turpmakai
apstradei, attiri§anas centriem, nosiitiSanas centriem vai lidzi-
giem uzpémumiem, kuros ierikota notekiidenu attiriSanas
sistéma, ko validéjusi kompetenta iestade un kas:

i) deaktivizé apvalka virusus; vai

ii) idz pienemamam limenim samazina iesp&amibu, ka
slimibas varétu parnest uz dabiskajiem Gdeniem;

d) tas ir paredzetas lietoSanai partika un ir $im noldkam iepa-
kotas un markétas saskana ar Eiropas Parlamenta un
Padomes Regulu (EK) Nr. 853/2004 (!) un:

i) vairs nesp§j izdzivot, ja tas izlaistu atpakal to dabiskaja
vide; vai

ii) ir paredzétas turpmakai apstradei bez pagaidu uzglaba-
anas apstrades vieta;

e) sitijumiem vai to produktiem, kas paredzéti lietosanai
partika bez papildu apstrades, ar nosacijumu, ka tie iesainoti

() OV L 139, 30.4.2004., 55. Ipp.

mazumtirdzniecibas iesainojumos, kuri atbilst Regulas (EK)
Nr. 853/2004 noteikumiem par 3adiem iesainojumiem.

3. Sa panta 2. punkta a) un b) apakipunktad minétajiem siiti-
jumiem, kuri ir paredzéti nosiitifanai uz audzéSanas zonam vai
izklaganas zonam, pievieno dzivnicku veselibas sertifikatu, kas
aizpildits saskana ar $is regulas II pielikuma ieklauto paraugu un
Regulas (EK) Nr. 1251/2008 V pielikuma minétajam skaidrojo-
Sajam piezimeém.

4. pants
2. un 3. panta paredzéto pasakumu atcel§ana

Kompetenta iestade var atcelt kontroles pasakumus attieciba uz
robezzonam, kas izveidotas saskapa ar 2. panta 2. punktu, un
ierobezojumus attieciba uz laiSanu tirgd, kas paredzéti 3. panta,
péc tam, kad ta ik péc 15 dienam veikusi divas secigas
parbaudes, kas apliecina, ka paaugstinata mirstiba ir apturéta.

5. pants

Prasibas tadu Crassostrea gigas austeru laiSanai tirgsi, kuras

ir no iecirkpa, kura agrak piemeéroti kontroles pasakumi

saistiba ar Crassostrea gigas austeru paaugstinatu mirstibu
OsHV-1 pvar virusa dé]

1. Uz Crassostrea gigas austerém, ko laiZ tirgli un kuras ir no
iecirkna, kura 2009. vai 2010. gada ir pieméroti ierobeZoSanas
pasakumi saistiba ar Crassostrea gigas austeru paaugstinatu
mirstibu OsHV-1 pvar virusa dé|, attiecas $adi noteikumi:

a) tam pievieno dzivnieku veselibas sertifikatu, kas aizpildits
saskana ar §is regulas II pielikuma ieklauto paraugu un
Komisijas Regulas (EK) Nr. 1251/2008 V pielikuma miné-
tajam skaidrojo$ajam piezimém, ja $ie dzivnieki:

i) ir paredzéti nositiSanai uz dalibvalstim vai iecirkpiem,
kur ir izveidota programma OsHV-1 pvar agrinai konsta-
téSanai un kur nav konstatéta OsHV-1 pvar klatbitne; un

ii) ir paredzéti nositiSanai uz audzé$anas zonam vai izkla-
Sanas zonam;

b) tas ir no iecirkna, kur, nemot paraugus un veicot testus
saskana ar [ pielikuma A dalu, ir pieradits, ka $aja iecirkni
nav OsHV-1 pvar; un

¢) tas atbilst dzivnieku veselibas prasibam, kas minétas
a) apakSpunkta ieklautaja sertifikata parauga.

2. 83 panta 1. punkta a) apak$punkta i) punktdi minéta
programma OsHV-1 pvar agrinai konstatéSanai atbilst $adam
prasibam:

a) par programmu japazino Partikas aprites un dzivnieku vese-
libas pastavigajai komitejai;
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b) $ads pazinojums jaiesniedz atbilstosi Lémuma 2009/177/EK
II pielikuma ieklautas parauga veidlapas 1. punktu, 5.1., 5.2,
5.3., 5.5. un 5.9. punktu un 6. un 7. punkty;

¢) programma jaieklauj:
i) paraugu nemsana saskapa ar I pielikuma A dalu;

i) testu veikSana, lai noteiktu OsHV-1 pvar klatbtni,
saskana ar I piclikuma B dala minctajam diagnostikas
metodém.

3. Sa panta 1. punktu pieméro vienu nedélu péc dienas, kad
notikusi Partikas aprites un dzivnieku veselibas pastavigas komi-
tejas sandksme, kura sanemts pazinojums par 1. punkta
a) apakspunkta i) punktd minéto programmu.

6. pants
Informacijas lapa interneta
1.  Dalibvalstis iesniedz Komisijai un pargjam dalibvalstim:
a) robezzonu sarakstu un to faktoru sarakstu, kuri nemti véra,

defingjot sadas zonas, ieskaitot attiecigds zonas geografisko
robezu aprakstu, kas izveidota saskana ar 2. panta 2. punktu;

b) iecirknu sarakstu, ieskaitot attiecigas zonas geografisko
robezu aprakstu:

i) kur 2009. gada ir pieméroti ierobezosanas pasakumi
saistiba ar Crassostrea gigas austeru paaugstinatu mirstibu
OsHV-1 pvar virusa dél;

ii) kur, veicot testus saskana ar I pielikuma A un B dalu
paraugiem, kuri nemti 3aja robezzona, ir pieradits, ka
$aja iecirkni nav OsHV-1 pvar;

¢) pazinojumus par 5. panta 2. punktda minétajam
programmam, ieskaitot attiecigas zonas geografisko robezu
aprakstu.

2. $a panta 1. punktd minéto informaciju regulari atjaunina
un publicé informacijas lapas, kas izveidotas interneta saskana
ar Lémuma 2009/177[EK 10. pantu.

7. pants
Zinojumu iesniegSana

Dalibvalstis velakais lidz 2010. gada 1. oktobrim iesniedz zino-
jumu Komisijai par programmam, par ko pazinots saskana ar
5. panta 2. punktu.

Zinojumu  izstrada  atbilstosi  Lémuma
VI pielikuma ieklautajam veidlapas paraugam.

2009/177/EK

8. pants
Stasanas spéka un piemérosana

Si regula stajas speka tresaja diend péc tas publicésanas Eiropas
Savienibas Oficialaja Vestnest.

To pieméro no 2010. gada 15. marta lidz 2010. gada
31. decembrim.

Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Briselé, 2010. gada 2. marta

Komisijas varda —
priekssedetajs
José Manuel BARROSO
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I PIELIKUMS

A DALA

Paraugu nemsana

1. 2. pantd paredzetd paraugu nemsana

2.

pantd paredzétajos paraugos ieklautas vismaz 12 Crassotrea gigas austeres. Izvéloties minétos dzivniekus,

paraugam nem novajinatas, atvérusas vai nesen mirusas (nesadalijusas) austeres, un tas savac iecirkni, kur novérota
mirstiba.

2. 3. panta 2. punkta b) apakSpunkta, 5. panta 1. punkta b) apakSpunkta un 2. punktd paredzetd paraugu nemsana

a)

=

3. panta 2. punkta b) apaks$punkta paredzétajos paraugos:

i) kapuriem uz vienu satjjlumu ieklauti pieci apvienotie paraugi, kuros ir vismaz 50 mg veselu dzivnieku, kas
savakti 4 lidz 8 dienas péc apauglosanas, ieskaitot caulu;

i) jaunajam austerém, kas mazakas par 6 mm, uz vienu sutjumu icklauti 30 apvienotie paraugi, kuros ir
vismaz 300 mg veselu dzivnieku, ieskaitot Caulu;

iii) austerém, kas lielakas par 6 mm, uz vienu sitijumu ieklauti 150 dzivnieki.

Izvéloties minétos dzivniekus, parauga jabat proporcionali parstavétam visam sitijuma dalam. Ja satjuma ir
novajinatas, atvérusas vai nesen mirusas (nesadaljusas) austeres, tad vispirms izvélas $adas austeres.

5. panta 2. punkta paredzétajos paraugos katra paraugu nemsanas vieta ieklautas vismaz 150 Crassotrea gigas
austeres. Paraugus npem visas tajas dalibvalsts vai iecirkna audzétavas vai gliemju audzéSanas zonas, kuras
pieméro programmu.

5. panta 1. punkta b) apakSpunkta paredzétajos paraugos katra iecirkni ieklautas vismaz 150 Crassotrea gigas
austeres.

Izvéloties minétos dzivniekus, nem veéra sadus kritérijus:

— ja sOtjuma ir novajinatas, atvéru$as vai nesen mirusas (nesadalijusas) austeres, tad vispirms izvélas $adas
austeres. Ja sttijuma nav $adu dzivnieku, izvélas dzivniekus, kuru vidi ir veseligas gliemenes, kas jaunakas
par 12 gadiem,

— ja paraugus nem audzétavas, kurds razo$ana izmanot vairak neka vienu tdenskratuvi, parauga ieklauj
dzivniekus no katras tdenskratuves ta, lai parauga bitu proporcionali parstavétas visas audzétavas dalas,

— ja paraugus nem gliemju audzéSanas zonas, parauga ieklauj dzivniekus no pietiekosa paraugu nemsanas
vietu skaita, t. i., vismaz no trim paraugu nemsanas vietam, ta, lai parauga biitu proporcionali parstavétas
visas gliemju audzéSanas zonas dalas, ieskaitot dabiskas gliemju gultnes, kuras atrodas gliemju audzéSanas
zona. Izveloties §Is paraugu nemsanas vietas, janem véra $adi galvenie faktori: tas, vai $aja zona ieprieks ir
konstatéts OsHV-1 pvar viruss, populacijas blivums, Gdens pliasmas, dziluma mérjjumi un audzé$anas
metodes.

5. panta 2. punkta paredzétos paraugus nem taja gada perioda, kad ir zinams, ka dalibvalsti vai iecirkni ir
vislielaka OsHV-1 pvar izplatiba. Ja $adu datu nav, paraugus nem uzreiz péc ta perioda beigam, kad ddens
temperatira ir augstaka par 16 °C, vai taja gada perioda, kad parasti ir gada visaugstaka temperatiira.

5. panta 1. punkta b) apakSpunkta paredzétos paraugus, vélams, nem c) apak$punkta minétaja gada perioda. Ja
paraugus nem cita gada perioda, nevis iepriek§ minétaja, paraugam izvélétas austeres lidz testéanai jauzglaba
apstaklos, kas ir lidzvertigi ¢) apak$punkta minétajiem apstakliem, tik ilgu laiku, kads ir pietiekams, lai konsta-
tétu OsHV-1 pvar.
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B DALA
Diagnostikas metodes OsHV-1 pvar konstatéSanai
Piemerosanas joma

Si procediira skaidro standarta diagnostikas metodi, kas jaizmanto OsHV-1 pvar konstatésanai un identificésanai ar
polimerazes kédes reakciju (“PCR”). Ta layj atskirt OsHV-1 no OsHV-1 pvar.

Vajadzibas gadijuma, lai optimizétu reakcijas apstaklus un lai pielagotu $o metodi laboratorija pieejamajam
iekartam un apstakliem, laboratorijas drikst piemérot grozijumus $aja pielikuma aprakstitajai metodei ar nosaci-
jumu, ka var uzradit lidzvértigu jutigumu un specifiskumu.

Definicija

OsHV-1 pvar ir definéts §is regulas 1. panta.

Iekartas un vides apstakli

Lai veiktu diagnostikas testu OsHV-1 pvar konstatéanai un identificéSanai ar PCR, ir vajadzigas $adas iekartas un
sadi vides apstakli, ko parasti izmanto, veicot noteiksanu ar PCR:

— velkmes skapis, kas aprikots ar UV staru sistému, lai novérstu iespéjamu kontamingSanu, gatavojot PCR
maisijumu,

— divi pilni pipesu komplekti (2 pl, 20 pl, 200 pl un 1000 pl), pirmais DNS ekstrakcijai un otrais — PCR
maisijuma sagatavosanai,

— tris dazadas pipetes: viena pipete (2 pl), lai sadalitu paraugus PCR maisfjuma, viena pipete (20 pl) etidija
bromida (EB) paraugu nemsanai un vél viena pipete (20 pl), lai ievietotu PCR produktus agarozes gelos,

— pipesu uzgali ar filtru (2 pl, 20 pl, 200 pl un 1 000 pl) DNS ekstrakcijai, PCR maisijuma sagatavosanai un
paraugu sadaliSanai,

— pipesu uzgali (20 pl) EB paraugu nemsanai un amplifikacijas produktu ievietosanai agarozes gela,

— DNS amplifikators amplifikacijas veik3anai,

— horizontala elektroforézes sistéma PCR produktu elektroforézei,

— UV gaismas galds PCR produktu novérosanai péc agarozes gela elektroforézes,

— sistéma gelu attélu iegGisanai.

Veicot visus turpmak minétos dazados testu posmus, laboratorijas darbinickam jabait gérbtam laboratorijas uzsvarci
un jalieto cimdi. Uzsvarci un cimdus vélams mainit péc katra galvena posma: DNS ekstrakcijas, PCR maisijuma
sagatavoSanas, paraugu sadaliSanas, amplifikacijas un ievietoSanas gela.

Sos dazados posmus ir ieteicams veikt dazadas telpas. Konkréti, amplifikacija un ievietosana gela/elektroforéze
javeic cita telpa, neka DNS ekstrakcija, PCR maisijuma sagatavosana un paraugu sadaliSana.

Procediira

Parauga sagatavosana

Dzivas vai nesen mirudas (nesadalijusas) austeres, kuras ieprieks sasaldétas, apstrada, lai veiktu DNS ekstrakciju.
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Dazada lieluma paraugus apstrada atskirigi:

a) kapuriem apvienotajiem paraugiem, kuros ir 50 mg veselu dzivnieku (ieskaitot Caulu), pievieno 200 pl destiléta

tdens, samal un centrifugé pie 1 000 g 1 mindti;

b) jaunajam austerém, kas mazakas par 6 mm, apvienotajiem paraugiem, kuros ir 300 mg veselu dzivnieku

(ieskaitot Caulu), pievieno 1 200 pl destiléta tidens, samal un centrifugé pie 1 000 g 1 minati;

) jaunajam austerém, kuru izmérs ir no 6 lidz 15 mm, katra dzivnieka mikstos audus sama] atseviski;

d) dzivniekiem, kas lielaki par 15 mm, izolé Zaunu un apvalka dalas.

DNS ekstrakciju veic, izmantojot QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) un ievérojot audu testu protokola instruk-
cijas.

Talak paraugu sagatavo $ada seciba.

10.

11.

12.

. Tevieto 100 pl centrifugata (paraugiem, kuri minéti a) un b) apakspunkta) vai 10-50 mg audu (paraugiem, kuri

minéti ¢) un d) apakspunkta) 1,5 ml mikrocentriftigas stobrina un pievieno 180 pul ATL bufera.

. Pievieno 20 pl proteinazes K, samaisa vorteksa un inkubé 56 °C, lidz audi ir pilniba sadaljjusies (pa nakti).

Inkubacijas laika pa reizei samaisa vorteksa, lai dispergétu paraugu. Tsu bridi centrifugé 1,5 ml mikrocentri-
fugas stobrinu, lai atbrivotu vacinu no pilieniem.

. Paraugam pievieno 200 pl AL bufera, samaisa vorteksa impulsa rezima 15 s un inkubé 70 °C 10 miniites. Isu

bridi centrifugé 1,5 ml mikrocentrifiigas stobrinu, lai atbrivotu vacinu no pilieniem.

. Paraugam pievieno 200 pl etanola (96-100 %) un samaisa vorteksd impulsa rezima 15 s. Isu bridi centrifugé

1,5 ml mikrocentrifigas stobrinu, lai atbrivotu vacinu no pilieniem.

. Maisjumu, kas iegiits 4. soli, uzmanigi ievieto QIAamp centrifigas kolonna (2 ml savakSanas stobrina),

nesamitrinot malinu. Noslédz vacinu un centrifugé pie 10 000 rpm 1 min. levieto QIAamp centrifiigas
kolonnu tira 2 ml savaksanas stobripa (ir testéSanas komplekta) un aizvac stobrinu, kura ir filtrats.

. Uzmanigi atver QlAamp centrifigas kolonnu un pievieno 500 ul AW1 bufera, nesamitrinot malinu. Noslédz

vacinu un centrifugé pie 10 000 rpm 1 min. levieto Q[Aamp centrifigas kolonnu tira 2 ml savaksanas stobrina
(ir testésanas komplekta) un aizvac savakSanas stobrinu, kura ir filtrats.

. Uzmanigi atver QlAamp centrifigas kolonnu un pievieno 500 ul AW2 bufera, nesamitrinot malinu. Noslédz

vacinu un centrifugé pie vislielaka apgriezienu skaita (14 000 rpm) 3 min.

. (Nav obligati) ievieto QIAamp centrifiigas kolonnu jauna 2 ml savaksanas stobrina (nav testéSanas komplekta)

un aizvac savakSanas stobrinu, kura ir filtrats. Centrifugé pie vislielaka apgriezienu skaita (14 000 rpm) 1 min.

. levieto QIAamp centrifigas kolonnu tira 1,5 ml mikrocentrifiigas stobrind (nav testéSanas komplekta) un

aizvac savaksanas stobrinu, kura ir filtrats. Uzmanigi atver QIAamp centriftigas kolonnu un pievieno 100 pl
destiléta tidens. Inkubé 5 mindtes istabas temperatiira un centrifugé pie 10 000 rpm 1 min.

Kontrolé ekstrakcijas kvalitati un iedarbigumu (pieméram, izmérot OB (260 nm) ar spektrofotometru vai
veicot elektroforézi agarozes gela).

Atskaida paraugus ta, lai beigas DNS koncentracija bitu 50-100 ng/pl.

DNS skidumus uzglaba 4 °C, lidz ir veiktas PCR analizes.
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4.2.
4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

DNS ekstrakcijai var izmantot citu firmu razotos testéSanas komplektus, ja ir pieradits, ka ar tiem ir iegati lidzigi

rezultati.

Polimerazes kedes reakcija (PCR)

Reaktivi

— 10 X buferis (ir komplekta ar Taqg DNS polimerazi)

— Mg(l, (ir komplekta ar DNS polimerazi) (25 mM)

— Taq DNS polimeraze (Goldstar, Eurogentec) 5 Uful

— dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTT) Master Mix (20 mM) pirms lietosanas jaatskaida 10 reizes (pie 2 mM)

— d H,0 (destilets H,O bez DNS un RNS)

Praimeri

Jalieto $adi praimeri (*):

CF (10 pM)

CR (10 pM)

PCR maisijums

PCR maisijums katra stobrina ir:

Tilpums stobrina Beigu koncentracija
Buferis (10 X) 5ul 1X
MgCl, (25 mM) 5l 2,5 mM
dNTP (2 mM) 5 pl 0,2 mM
CF (10 pM) 1pl 0,2 uM
CR (10 pM) 1ul 0,2 M
Taq polimeraze (5 U/ul) 0,5l 2,5U
dH,0 31,5l

— 49 pl 82 PCR maisijuma sadala pa PCR stobriniem.

— Katra stobrina pievieno 1 pl izdalita DNS (50-100 ng/pl).

Kontroles

Veic divu veidu kontroles.

— Negativas kontroles sastav no dH,O (1 pl uz 49 pl PCR maisijuma). To merkis ir atklat iespéjamu darba vides
reaktivu kontaminaciju. Uz katriem 10 paraugiem vai péc katras paraugu partijas javeic viena negativa kontrole.

17390 La Tremblade, Francija).

(1) Sos praimerus vai to aprakstus var iegiit Kopienas references laboratorija saistiba ar gliemenu slimibam (LGP-Ifremer, av de Mus de Loup,
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— Pozitivas kontroles sastav no plazmidas DNS, kas satur OsHV-1 genoma mérka rajonu CF-CR. To mérkis ir
parbaudit PCR reakcijas iedarbigumu. Katra PCR analizé jaieklauj viena pozitiva kontrole. Pozitivas kontroles ir
pieejamas Kopienas references laboratorija.

4.2.5. Amplifikacija

Amplifikacijas ciklus veic DNS amplifikatora.

— Sakotngja denaturéSana: 94 °C, 2 min.

— Amplifikacija: 35 cikli (94 °C, 1 min., 50 °C, 1 min. un 72 °C, 1 min.).

— Beigu elungacija: 5 min. 72 °C.

4.3 Elektroforeze
4.3.1 Reaktivi

— 50 X TAE (nopérkams jau gatavs lietoSanai):

Tris baze (40 mM) 242 g

Ledus etikskabe (40 mM) 57,1 ml

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

dH,0 uz 1 litru

Noregulé pH limeni lidz 8.

— Agarozes gels 2,5 % 1X TAE buferi.

Etidija bromidu (0,5 pg/ml) pievieno péc gela atdzeséSanas.

— Loading blue dye buferis:

bromofenolzilais 0,25 %

ksiléncianols FF 0,25 %

saharoze 40 %

Glaba 4 °C.

Lieto atskaiditu 6 reizes (2 pl loading blue bufera uz 10 pl PCR produktu).

— Molekulara svara markieris:

SmartLadder SF (Eurogentec) — lietoSanai gatavs molekulara svara markieris, ieskaitot 9 joslas ar vienmérigam
atstarpém garuma no 100 lidz 1 000 bp.

4.3.2 Agarozes gela sagatavosana

1. Nosver 2,5 g agarozes, pievieno 100 ml 1X TAE bufera un karsé, lidz maisijums ir izkusis.
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2. Pec skiduma atdzesésanas, pievieno etidija bromidu (5 pl uz 100 ml agarozes gela) un $kidumu iclej ipasa
forma, kura ir kemmes (lai veidotu bedrites).

3. Kad gels ir polimerizgjies, iznem kemmes un ievieto gelu horizontala elektroforézes sistéma, kura ir tik daudz
1X TAE bufera, lai tas parklatu agarozes gelu.

4. 10 pl PCR produktu samaisa ar 2 pl zilas krasvielas (6X) un ielej bedrités.

5. Vienu bedriti atvél molekulara svara markierim (5 pl).

6. Piesledz stravu ar stiprumu 50 lidz 150 voltu un turpina elektroforézi 30 min. lidz 1 stundai, atkariba no gela
daudzuma un biezuma.

7. Skatas gelu UV gaisma.

4.4.  Interpretacija

Par OsHV-1 pVar klatbiitni parauga liecina attiecigd garuma joslas klatbitne (157 bp, nevis 173 bp OsHV-1
gadijuma) 2,5 % agarozes gela, kur visas negativas kontroles ir negativas un visas pozitivas kontroles — pozitivas.

C DALA
RobeZzonas definéSana

Defingjot robezzonu saskana ar 2. panta 2. punktu, nem véra 3adus faktorus, ieskaitot faktorus, kuri ietekmé slimibas
izplatiSanas risku:

a) gliemenu skaitu, procentualo dalu un izvietojumu inficétaja audzétava vai gliemju audzéSanas zona;

=

attalumu lidz kaimigu audzétavam vai gliemju audzéSanas zonam un to blivumu;

¢) to, cik tuvu atrodas parstrades uzpémumi, kontaktaudzétavas vai gliemju audzéSanas kontaktzonas;

&

audzétavas vai gliemju audzé$anas zonas parstavétas sugas;

e) izmantotas audzéSanas metodes slimibas skartajas audzétavas vai gliemju audzéSanas zonas un blakus esoSajas audzé-
tavas vai gliemju audzéSanas zonas; un

f) hidrodinamiskos apstaklus un citus epizootiologiska zina svarigus konstatétos faktorus.
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II PIELIKUMS

Dzivnieku veselibas sertifikita paraugs tadu Crassostrea gigas austeru laiSanai tirgi, kuras ir paredzeétas

EIROPAS SAVIENIBA

nositisanai uz audzeSanas un izklasanas zonam

lekséjas tirdzniecibas sertifikats

I dala. Informacija par kravu

1.1. Nosatitajs
Nosaukums

Adrese
Pasta indekss

1.2. Sertifikata references numurs

l.2.a. Vietgjais references numurs

1.3. Centrala kompetenta iestade

1.4. Centrala kompetenta iestade

1.5. Sanéméjs 1.6.
Nosaukums
Adrese
Pasta indekss 1.7.
1.8. lzcelsmes valsts ISO kods | 1.9. 1.10. Sanémeéjvalsts ISO kods | I.11.

1.12. lzcelsmes vieta/leguves vieta

Nosaukums
Adrese

Pasta indekss

1.13. Sanems$anas vieta
Atzita akvakultiras audzétava []
citi [
Nosaukums
Adrese

Atzianas numurs

Pasta indekss

Atzita akvakultiras audzétava []
citi [

Atzi§anas numurs

1.14. lekrau$anas vieta
Pasta indekss

1.15. Izbrauk8anas datums un laiks

1.18. Transporta veids
Lidmasina [
Automasina []
Identifikacija:

Kugis [

1.17. Transportétajs
Nosaukums
Adrese
Pasta indekss

Vilciena vagons []

citi [J

Atzi$anas numurs

Dalbvalsts

1.18. Dzivnieka suga/Produkts

03.07

1.19. Preces kods (KN kods)

1.20. Numurs/Daudzums

1.21. 1.22. lepakojumu skaits
1.23. Konteinera identifikacija/Plombes numurs 1.24. lepakojuma veids
1.25. Dzivnieki sertificéti ka/Produktu sertificé$anas noliks

Audzésanai [] Darba zirgi []

1.26. Tranzits caur tredo valsti — 1.27. Tranzits caur dalfbvalstim —
Treda valsts I1SO kods Dalibvalsts ISO kods
Izbrauk$anas punkts Kods Daltbvalsts ISO kods
lebrauk8anas punkts RKP vienibas numurs: Daltbvalsts ISO kods

1.28. Eksports 1 1.29.

Treda valsts ISO kods
IzbraukSanas punkts Kods
1.30.
1.31. Dzivnieku identifikacija
Suga Skaits

(Zinatniskais nosaukums)
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EIROPAS SAVIENIBA Tadu Crassostrea gigas austeru laiSanai tirgl, kuras ir paredzétas
nosuti$anai uz audzéSanas un izklaS8anas zonam

II. Informacija par veselibu Il.a. Sertifikata uzskaites numurs | Il.b.

()(®[I.1. Prasibas attieciba uz Crassostrea gigas austerém, kuras ir no robeZzonas, kas izveidota saskana ar 2. pantu Regula (ES)
Nr. 175/2010
Es, apakda parakstijies valsts pilnvarots inspektors, apliecinu, ka 8a sertifikata | daja aprakstitas Crassostrea gigas austeres:

I.1.1. ir no zonas, kura pieméro slimibas kontroles pasakumus saistiba ar Crassostrea gigas austeru paaugstinatu mirstibou OsHV-1 pvar virusa
déj;

g ls

@

:g (MII.1.2. drikst laist tirgh saskana ar 3. panta 2. punkta a) apak$punktu Regula (ES) Nr. 175/2010;]

=

k-

g (MII.1.2. ir no robeZzonas dalas, kuru nav skarusi Crassostrea gigas austeru paaugstinata mirstiba, un sitfjumam ir nemti paraugi un veikti testi

o saskana ar | pielikumu Regulai (ES) Nr. 175/2010, un rezultats bijis negativs;]]

3

o

=| ("®)[Il.2. Prasibas attieciba uz Crassostrea gigas austerém, kuras ir no dalibvalsts vai iecirkna, kur iepriek$ pieméroti ierobeZosanas
pasakumi saistiba ar Crassostrea gigas austeru paaugstinatu mirstibu OsHV-1 pvar dél, un kuras ir paredzétas nosuti$anai uz
dalibvalstim vai iecirkniem, kur pieméro programmu OsHV-1 pvar agrinai konstatéSanai
Es, apakda parakstijies valsts pilnvarots inspektors, apliecinu, ka 8a sertifikata | daja aprakstitas Crassostrea gigas austeres:

.2.1. ir no audzétavas vai gliemju audzéSanas zonas, kurd saskana ar audzétavas vai gliemju audzéSanas zonas uzskaites datiem nav
vérojamas paaugstinatas mirstibas pazimes;

.2.2. ir no iecirkna, kur, nemot paraugus un veicot testus saskana ar | pielikumu Regula (ES) Nr. 175/2010, ir pieradits, ka 8aja iecirknt
Crassostrea gigas austerem nav OsHV-1 pvar.]

11.3. Parvadasanas un markésanas prasibas
Es, apak3a parakstijies valsts pilnvarots inspektors, apliecinu, ka:

1.3.1. 83 sertifikata | dala noraditas Crassostrea gigas austeres ir ievietotas tados apstak|os, ieskaitot Udens kvalitati, kas nemaina to veselibas
stavokli;

11.3.2. parvadasanas konteiners pirms iekrausanas ir bijis tirs un ir dezinficéts vai iepriek& nav izmantots;

11.3.3. sOtfjums ir apziméts ar skaidri salasamu mark&jumu uz konteinera arsienas vai, ja transportam izmanto kuteri ar ieblvetu baseinu, tad
markéjums ir noradits kravas saraksta [idz ar attiecigo informaciju, kas minéta $a sertifikata | dalas 1.8. Iidz 1.13. ailé, ka arT $adu
pazinojumu:
vai nu (")[“Crassostrea gigas austeres paredzétas audzé$anai/izkladanai zona, kur pieméro programmu OsHV-1 pvar agrinai konstaté-

$anai”]
vai (W[“Crassostrea gigas austeres paredzétas audzésanai/izklaganai zona, kur pieméro slimibas kontroles pasakumus, un tas ir no
zonas, kur pieméro slimibas kontroles pasakumus”].

Piezimes

| daja

— 1.12. aile: attieciga gadijuma lietojiet konkrétas audzétavas vai gliemju audzéSanas zonas atlaujas numuru.

— 1.13. aile: attieciga gadijuma lietojiet konkrétas audzétavas vai gliemju audzéSanas zonas atlaujas numuru.

— 1.20. un 1.31. aile: k& daudzumu noradiet kopskaitu.

— 1.25. aile: ja paredzétas audzeé3anai, atziméjiet “Audzésana’, ja paredzétas izkladanai, atziméjiet “Izklasana”.
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EIROPAS SAVIENIBA Tadu Crassostrea gigas austeru laiSanai tirgl, kuras ir paredzétas
nosutiSanai uz audzéSanas un izklaSanas zonam

II. Informacija par veselibu Il.a. Sertifikata uzskaites numurs I.b.

Il daja

(") Atstajiet atbilstoso variantu.

(®) Sa sertifikata Il.1. daja attiecas uz tadu Crassostrea gigas austeru sitfjumiem, kuri ir no robeZzonas, kas izveidota saskana ar 2. panta 2. punktu
Regula (ES) Nr. 175/2010, un kurus saskana ar minétas regulas 3. panta 2. punkta a) vai b) apakSpunktu drikst izvest arpus minétas zonas.

(®) Sa sertifikata 11.2. dala attiecas uz tadu Crassostrea gigas austeru shtfjumiem, kuras ir minéti 5. panta 1. punkta Regula (ES) Nr. 175/2010 un ir
paredzétas nositi$anai uz dallbvalstim vai iecirkniem, kur pieméro programmu OsHV-1 pvar agrinai konstaté8anai, un kuras ir no zonas, kur iepriek$
pieméroti ierobezo$anas pasakumi saistiba ar Crassostrea gigas austeru paaugstinatu mirstibu.

Valsts pilnvarots veterinararsts vai valsts pilnvarots inspektors

Vards, uzvards (drukatiem burtiem): Kvalifikacija un amats:
Vietéja veterinara nodala (VVN): VVN Nr.:
Datums: Paraksts:

Zimogs:




