Šis teksts ir Eiropas Kopienu normatīvā akta tulkojums latviešu valodā, kas veikts Tulkošanas un terminoloģijas centrā. Tulkojums nerada nekādas tiesības un neuzliek nekādas saistības. Juridiski saistoši ir tikai Eiropas Kopienu normatīvie akti, kas publicēti “Eiropas Kopienu Oficiālajā Vēstnesī” (tā nosaukums angļu valodā - Official Journal of the European Communities) jebkurā no Eiropas Kopienu oficiālajām valodām. Vienīgi publikācijas “Eiropas Kopienu Oficiālajā Vēstnesī” ir uzskatāmas par autentiskām.
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KOMISIJAS LĒMUMS 

(1991. gada 25. februāris), 

ar ko nosaka materiālu standartizēšanas un veterināro pārbaužu procedūru protokolus un nosacījumus tirgu apstiprināšanai saistībā ar liellopu un cūku dzimtas dzīvnieku ievešanu no trešajām valstīm 

(91/189/EEK) 

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
ņemot vērā Eiropas Ekonomikas kopienas dibināšanas līgumu, 
ņemot vērā Padomes 1972. gada 12. decembra Direktīvu 72/462/EEK par veterinārsanitārām un veterinārās ekspertīzes problēmām, ievedot liellopus, cūkas un svaigu gaļu no trešajām valstīm 
, kurā jaunākie grozījumi izdarīti ar Direktīvu 91/69/EEK 
, un jo īpaši tās 8. panta 1. punktu,
tā kā ar Direktīvu 72/462/EEK ir atļauta liellopu un cūku ievešana no tām trešajām valstīm, kuras ir iekļautas pielikuma sarakstā Padomes Lēmumā 79/542/EEK 
, kurā jaunākie grozījumi izdarīti ar Lēmumu 90/485/EEK 
; 

tā kā piemērojamās veterinārsanitārās prasības attiecībā uz dzīvu dzīvnieku ievešanu no trešās valsts ir jānosaka saskaņā ar veterinārsanitāro situāciju šajā valstī; 

tā kā šīs veterinārsanitārās prasības dažādās valstīs tomēr var atšķirties, attiecībā uz visām valstīm ir jāpiemēro veterināro pārbaužu protokoli un tirgu apstiprināšanas nosacījumi trešajās valstīs tirdzniecībai ar dzīvniekiem, ko paredzēts eksportēt uz Kopienu; 

tā kā, lai vienkāršotu lēmumus par veterinārsanitārajām prasībām, kas piemērojamas liellopu un cūku sugas mājdzīvnieku ievešanai no trešajām valstīm, būtu lietderīgi atsaukties uz kopēju lēmumu, kas satur veterināro pārbaužu protokolus un tirgu apstiprināšanas nosacījumus; 

tā kā lēmums, ar ko nosaka veterināro pārbaužu protokolus un tirgu apstiprināšanas nosacījumus trešajās valstīs, ir piemērojams vienīgi attiecībā uz tādu trešo valsti, par kuru ir pieņemts lēmums, kas īpaši attiecas uz veterinārsanitārajām prasībām šajā valstī; 

tā kā šajā lēmumā paredzētie pasākumi ir saskaņā ar Pastāvīgās veterinārijas komitejas atzinumu,
IR PIEŅĒMUSI ŠO LĒMUMU. 

1. pants
1. Šis lēmums nosaka veterināro pārbaužu protokolus un nosacījumus tirgu apstiprināšanai trešajās valstīs tirdzniecībai ar dzīvniekiem, ko paredzēts eksportēt uz Kopienu, saistībā ar liellopu un cūku sugas dzīvu dzīvnieku ievešanu no trešajām valstīm, kas iekļautas Lēmuma 79/542/EEK pielikuma sarakstā. 

2. Šā lēmuma I un II pielikumā izklāstītās prasības attiecas vienīgi uz tādām trešajām valstīm, attiecībā uz kurām ir pieņemti lēmumi, ar kuriem katrā gadījumā nosaka veterinārsanitārās prasības Direktīvas 72/462/EEK 8. panta nozīmē. 

2. pants
Šis lēmums ir adresēts dalībvalstīm. 

Briselē, 1991. gada 25. februārī

Komisijas vārdā —
Rejs MAKŠERIJS [Ray MAC SHARRY],
Komisijas loceklis

I PIELIKUMS
MATERIĀLU STANDARTIZĀCIJAS UN PĀRBAUŽU PROCEDŪRU PROTOKOLI
I NODAĻA
Liellopi
1. Tuberkuloze.
Veic vienkāršu intradermālu tuberkulīna testu, izmantojot liellopu tuberkulīnu saskaņā ar B pielikumu 1964. gada 26. jūnija Direktīvā 64/432/EEK 
 par veterinārsanitārajām problēmām, kas ietekmē Kopienas iekšējo tirdzniecību ar liellopiem un cūkām. 

2. Bruceloze.
Veic seruma aglutinācijas testu un komplementa saistīšanas reakciju saskaņā ar Direktīvas 64/432/EEK C pielikuma A un B punktu. 

3. Govju enzootiskā leikoze.
Veic agara gēla imūndifūzijas testu saskaņā ar Padomes Direktīvas 64/432/EEK G pielikumu. 

4. Infekciozais katarālais drudzis.
A. Veic bloķējošo vai salīdzinošo ELISA testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Ar salīdzinošo ELISA testu, izmantojot klona antivielu 3-17-A3, var noteikt antivielas visiem zināmajiem infekciozā katarālā drudža vīrusa (BTV) serotipiem. 

Testa princips ir reakcijas pārtraukšana starp infekciozā katarālā drudža antivielu un grupas specifisku klona antivielu (3-17-A3), pievienojot testa seruma atšķaidījumus. Testa serumā esošās infekciozā katarālā drudža antivielas bloķē klona antivielas (Mab) reaktivitāti un tā rezultātā pēc enzīma substrāta pievienošanas vājinās sagaidāmā krāsas attīstība. 

Materiāli un reaģenti. 

1. Plakandibena mikrotitrēšanas plates. 

2. Antigēns: sagatavo, kā šeit turpmāk aprakstīts. 

3. Bloķējošais buferšķīdums: 5% (m/V) sausā piena pulveris “Marvel”, 0,1% (v/V) “Tween-20” (ko piegādā kā polioksietilēna sorbitāna monolaureāta sīrupu) PBS. 

4. Klona antiviela: 3-17-A3 (ko piegādā kā hibridomas audu kultūras centrifugātu), ko uzglabā -20 °C temperatūrā vai liofilizētā veidā, pirms lietošanas atšķaidīta 1/50 ar bloķējošo buferšķīdumu, vērsta pret grupas specifisko polipeptīdu p7. 

5. Konjugāts: trušu pretpeļu globulīns (adsorbēts un eluēts), kas konjugēts pret mārrutku peroksidāzi un ko glabā tumsā 4 °C temperatūrā.
6. Substrāts un hromogēns: 0,2 gm ortofenilēndiamīna (OPD), kas izšķīdināts buferšķīdumā, kurš sastāv no 2,553 g citronskābes un 4,574 g dinātrija hidrogēnortofosfāta, kas papildināts līdz 500 ml atzīmei ar destilētu ūdeni, ko sadala 25 ml alikvotās daļās un uzglabā tumsā -20 °C temperatūrā un kam tieši pirms izmantošanas pievieno 12 μl/25 ml ūdeņraža peroksīda (30% m/V). 

Rūpīgi rīkojas ar ortofenilēndiamīnu – valkā gumijas cimdus – sakarā ar aizdomām par mutagenitāti. 

7.1 Molārā sērskābe: 26,6 ml skābes pievienots 473,4 mililitriem destilēta ūdens. 

Jāatceras, ka skābi vienmēr pievieno ūdenim, ūdeni nekad nepievieno skābei. 

8. Orbitālais kratītājs. 

9. ELISA plates nolasītājs (testu var nolasīt vizuāli). 

Testa forma
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Testa protokols. 

Tukšā parauga kontrole: 

rinda 1 A – H ir tukšā parauga kontrole, kas sastāv no infekciozā katarālā drudža antigēna un konjugāta. To var izmantot tukšajam rādījumam ELISA nolasītājā. 

Mab kontrole: 

rinda 2 A – H ir klona antivielas kontrole, kas sastāv no infekciozā katarālā drudža antigēna, klona antivielas un konjugāta. Tā ir negatīvā kontrole. Šīs kontroles vidējais optiskā blīvuma nolasījumu lielums ir inhibīcijas vērtība 0%. 

Pozitīvā kontrole: 

rinda 3 A – H ir pozitīvā kontrole. Tā sastāv no infekciozā katarālā drudža antivielas, infekciozā katarālā drudža pozitīvā antiseruma atšķaidījumiem, Mab un konjugāta. Tā ir iekļauta kā indikators tam, ka tests darbojas pareizi, un dažādajos testos būtu jāiegūst līdzīgas inhibīcijas vērtības. 

Testa serumi: 

iepriekš sniegtajā testa formā var testēt 18 serumus, kas atšķaidīti proporcijā 1/2, 1/4, 1/8 un 1/16. Tas atspoguļo antivielu titru testa serumos. Atšķaidījumu diapazonu var turpināt, līdz iegūst serumu atšķaidījumu galējos titrus. Alternatīvā kārtā plaša mēroga seroloģiskiem pētījumiem serumus var testēt ar vienkāršu atšķaidījumu (1/4) vai diviem atšķaidījumiem (1/2 un 1/4) ātra skrīninga testa veidā. 

Analīzes gaita. 

1. Infekciozā katarālā drudža antigēnu izšķīdina PBS līdz iepriekš titrētai koncentrācijai, īsu laiku apstrādā ar ultraskaņu, lai disperģētu saķepušus vīrusus (ja nav ultraskaņas aparatūras, tad enerģiski pipetē), un pievieno 50 µl visās ELISA plates iedobēs. Uzsit plates malām, lai disperģētu antigēnu. 

2. Inkubē 60 minūtes 37 °C temperatūrā orbitālajā kratītājā. Plates trīs reizes skalo, ar nesterilu PBS uzpludinot un iztukšojot iedobes, un nosusina virs dzēšpapīra. 

2. Katrai iedobei pievieno 50 µl bloķējošā buferšķīduma. Attiecīgajām iedobēm pievieno testa serumus un pozitīvo serumu un visā platē izšķīdina ar daudzkanālu pipetes palīdzību. Serumus nepievieno tukšā parauga kontrolei un Mab kontrolei. 

4. Uzreiz pēc testa serumu pievienošanas Mab izšķīdina bloķējošajā buferšķīdumā (līdz iepriekš titrētam atšķaidījumam) un pievieno 50 µl visām plates iedobēm, izņemot tukšā parauga kontroli. 

5. Inkubē 60 minūtes 37 °C temperatūrā orbitālajā kratītājā. Trīs reizes skalo ar PBS un nosusina. 

6. Trušu pretpeļu koncentrātu izšķīdina līdz 1/5000 bloķējošajā buferšķīdumā un visām plates iedobēm pievieno 50 µl. 

7. Inkubē 60 minūtes 37 °C temperatūrā orbitālajā kratītājā. Trīs reizes skalo ar PBS un nosusina. 

8. Atkausē OPD un tieši pirms izmantošanas katriem 25 ml OPD pievieno 12 µl 30% ūdeņraža peroksīda. Visām plates iedobēm pievieno 50 µl. Ļauj krāsai attīstīties apmēram 10 minūtes un aptur reakciju ar 1 M sērskābes (50 µl uz iedobi). Krāsai ir jāattīstās Mab kontroles iedobēs un tajās iedobēs, kuros ir serumi, kas nesatur antivielas pret infekciozo katarālo drudzi. 

9. Plates pārbauda un reģistrē vai nu vizuāli, vai arī ar spektrofotometriskā nolasītāja palīdzību. 

Rezultātu analīze. 

Aprēķina Mab kontroļu optiskā blīvuma vidējo rādītāju. Tas uzrāda inhibīcijas vērtību 0%. Testa serumu optiskā blīvuma rādītājus izsaka procentuālu inhibīcijas vērtību veidā, izmantojot šādu formulu. 

Procentuālā inhibīcijas vērtība = 100 
Optiskais blīvums testa seruma klātbūtnē
× 100


Optiskais blīvums testa seruma prombūtnē


Inhibīcijas vērtības, kas lielākas par 40%, kad seruma atšķaidījums ir 1/4, uzskata par pozitīvām. Ir iespējama vizuāla nolasīšana, jo 40% ir zemākā inhibīcijas vērtība, ko var viegli saskatīt ar neapbruņotu aci. 

Infekciozā katarālā drudža ELISA antigēna sagatavošana. 

1. Skalo 10 Rū kolbas, kurās ir konfluentas BHK-21 šūnas, trīs reizes ar Īgla barotni, kas nesatur serumu, un Īgla barotnē, kas nesatur serumu, veic inficēšanu ar infekciozā katarālā drudža vīrusa 1. serotipu. 

2. Inkubē 37 °C temperatūrā un katru dienu pārbauda attiecībā uz citopātisko efektu (cpe). 

3. Kad cpe ir vērojams 80 līdz 90% katras Rū mēģenes šūnu kārtiņai, vīrusu ievāc, nokratot visas šūnas, kas vēl pielipušas stiklam. 

4. Centrifugē ar 2000 līdz 3000 apgriezieniem minūtē, lai granulētu šūnas. 

5. Nolej centrifugātu un atkārtoti suspendē šūnas apmēram 30 ml PBS, kas satur 1% “Sarkosyl” un 2 ml fenolmetilsulfonilfluorīda (līzes buferšķīdums). Tā rezultātā šūnas var veidot gelu un, lai šo efektu samazinātu, var pievienot vairāk līzes buferšķīduma. 

NB. Fenilmetilsulfonilfluorīds ir kaitīgs – jārīkojas ārkārtīgi piesardzīgi. 

6. Šūnas uz 60 sekundēm atdala, izmantojot ultraskaņas zondi ar amplitūdu 30 mikronu. 

7. Centrifugē 10 minūtes ar 10 000 apgriezieniem minūtē. 

8. Centrifugātu uzglabā +4 °C temperatūrā un atlikušo šūnu granulātu atkārtoti suspendē 10 līdz 20 ml līzes buferšķīdumā. 

9. Apstrādā ar ultraskaņu un dzidrina, katrā posmā uzglabājot centrifugātu, pavisam trīs reizes. 

10. Centrifugātus sakrāj un centrifugē 120 minūtes +4 °C temperatūrā ar 24 000 apgriezieniem minūtē virs 5 ml 40% saharozes spilvena (m/V PBS), izmantojot 30 ml Bekmaņa centrifūgas mēģenes un SW 28 rotoru. 

11. Nolej centrifugātu, rūpīgi izžāvē mēģenes un atkārtoti suspendē granulu PBS, iedarbojoties ar ultraskaņu. Antigēnu uzglabā alikvotās daļās -70 °C temperatūrā.
Infekciozā katarālā drudža ELISA antigēna titrēšana. 

Infekciozā katarālā drudža ELISA antigēnu titrē ar netiešo ELISA. Divkāršus antigēna atšķaidījumus titrē attiecībā pret klona antivielas 3-17-A3 konstantu atšķaidījumu (1/50). Rīkojas pēc šāda protokola. 

Analīzes gaita. 

1. Infekciozā katarālā drudža antigēnu izšķīdina PBS visā mikrotitrēšanas platē divkāršas atšķaidīšanas sērijā (50 µl/iedobe), izmantojot daudzkanālu pipeti. 

2. Inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā orbitālajā kratītājā. 

3. Plates skalo trīs reizes ar PBS. 

4. Katrai iedobei mikrotitrēšanas platē pievieno 50 µl klona antivielas 3-17-A3 (atšķaidīta 1/50). 

5. Inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā orbitālajā kratītājā. 

6. Plates skalo trīs reizes ar PBS. 

7. Katrai iedobei mikrotitrēšanas platē pievieno 50 µl trušu pretpeļu globulīna, kas konjugēts attiecībā pret mārrutku peroksidāzi, izšķīdinātu līdz iepriekš titrētai optimālai koncentrācijai. 

8. Inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā orbitālajā kratītājā. 

9. Pievieno substrātu un hromogēnu, kā aprakstīts iepriekš. Reakciju aptur uz 10 minūtēm, pievienojot 1 molāro sērskābi (50 µl/ iedobe). 

Salīdzinošajā novērtējumā klona antivielām jābūt vairākumā, tādēļ izvēlas tādu antigēna atšķaidījumu, kas atrodas uz titrēšanas līknes (nevis plato laukumā), kā rezultātā pēc 10 minūtēm iegūst optisko blīvumu apmēram 0,8. 
B. Veic agara gēla imūndifūzijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Antigēns. 

Nogulsnēs izkrītošu antigēnu sagatavo jebkurā šūnu kultūras sistēmā, kas ļauj strauji pavairot infekciozā katarālā drudža vīrusa standarta celmu. Ieteicams izmantot BHK vai Vero šūnas. Vīrusa augšanas beigās centrifugāta šķidrumā ir antigēns, bet, lai tas kļūtu iedarbīgs, tā koncentrācijai jābūt piecdesmitkārtīgai līdz simtkārtīgai. To var panākt ar jebkādu proteīnu koncentrācijas standarta procedūru; vīrusu antigēnā var inaktivēt, pievienojot 0,3 % (m/V) beta-propiolaktonu. 

Zināmais pozitīvais kontroles serums. 

Izmantojot starptautisko standartserumu un antigēnu, iegūst valsts standartserumu, kas ir standartizēts optimālā samērā pret starptautisko standartserumu un liofilizēts un ko katrā testā izmanto kā zināmo kontrolserumu. 

Testa serums.
Analīzes gaita. 

Vismaz 3,0 mm dziļā Petrī trauciņā ielej 1% agarozi, kas sagatavota borāta vai nātrija barbitāla buferšķīdumā ar pH līmeni 8,5 līdz 9,0.
Agarā izgriež paraugu no septiņām mitrumu nesaturošām iedobēm, kur katras diametrs ir 5,0 mm. Paraugs sastāv no vienas centrālās iedobes un sešām iedobēm 3 mm rādiusa lokā ap to.
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Centrālo iedobi piepilda ar standarta antigēnu. 2., 4. un 6. perifēro iedobi piepilda ar zināmu pozitīvu serumu, 1., 3. un 5. iedobi piepilda ar testa serumiem. 

Sistēmas inkubācija istabas temperatūrā noslēgtā mitrā kamerā ilgst līdz 72 stundām. 

Interpretācija.
Testa serums ir pozitīvs, ja tas izveido specifisku precipitācijas līniju ar antigēnu un pilnīgu identitātes līniju ar kontroles serumu. Testa serums ir negatīvs, ja tas neveido specifisku precipitācijas līniju ar antigēnu un neizliec kontroles seruma līniju. Petrī trauciņi ir jāpārbauda pret tumšu fonu un netiešā apgaismojumā. 

5. Epizootiskā hemorāģiskā slimība.
Veic agara gela imūndifūzijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Antigēns. 

Nogulsnēs izkrītošu antigēnu sagatavo jebkurā šūnu kultūras sistēmā, kas ļauj strauji pavairot epizootiskās hemorāģiskās slimības vīrusa attiecīgo serotipu(-us). Ieteicams izmantot BHK vai Vero šūnas. Vīrusa augšanas beigās centrifugāta šķidrumā ir antigēns, bet, lai tas kļūtu iedarbīgs, tā koncentrācijai jābūt piecdesmitkārtīgai līdz simtkārtīgai. To var panākt ar jebkādu proteīnu koncentrācijas standarta procedūru; vīrusu antigēnā var inaktivēt, pievienojot 0,3% (m/V) beta-propiolaktonu. 

Zināmais pozitīvais kontroles serums. 

Izmantojot starptautisko standartserumu un antigēnu, iegūst valsts standartserumu, kas ir standartizēts optimālā samērā pret starptautisko standartserumu, liofilizēts, un ko katrā testā izmanto kā zināmo kontrolserumu. 

Testa serums.
Analīzes gaita. 

Vismaz 3,0 mm dziļā Petrī trauciņā ielej 1% agarozi, kas sagatavota borāta vai nātrija barbitāla buferšķīdumā ar pH līmeni 8,5 līdz 9,0.
Agarā izgriež paraugu septiņām mitrumu nesaturošām iedobēm, kur katras diametrs ir 5,0 mm. Paraugs sastāv no vienas centrālās iedobes un sešām iedobēm 3 mm rādiusa lokā ap to.
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Centrālo iedobi piepilda ar standarta antigēnu. 2., 4. un 6. perifēro iedobi piepilda ar zināmu pozitīvu serumu, 1., 3. un 5. iedobi piepilda ar testa serumiem. 

Sistēmas inkubācija istabas temperatūrā noslēgtā mitrā kamerā ilgst līdz 72 stundām. 

Interpretācija. 

Testa serums ir pozitīvs, ja tas izveido specifisku precipitācijas līniju ar antigēnu un pilnīgu identitātes līniju ar kontroles serumu. Testa serums ir negatīvs, ja tas neveido specifisku precipitācijas līniju ar antigēnu un neizliec kontroles seruma līniju. Petrī trauciņi ir jāpārbauda pret tumšu fonu un netiešā apgaismojumā. 

6. Leptospiroze.
Veic mikroskopiskās aglutinācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Kultūras 
uztur Korthofa vai EMJH barotnē 30 °C temperatūrā.
Antigēns 
satur 2 × 108 mikroorganismus 1 ml barotnes. 

Analīzes gaita: 

vienādus antigēna un seruma daudzumus samaisa plakandibena mikrotitrēšanas platēs un inkubē divas stundas 30 °C temperatūrā vai no vienas līdz pusotrai stundai 37 °C temperatūrā. Testu nolasa zemas jaudas tumšā lauka apgaismojumā, lietojot palielinājumu no 60x līdz 100x. 

Interpretācija. 

Negatīvs rezultāts ir mazāk nekā 50% aglutinācijas, ja atšķaidījums ir 1/50.
7. Infekciozais liellopu rinotraheīts/infekciozais pustulārais vulvovaginīts.
Veic seruma neitralizācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Serums. 

Pirms lietošanas visus serumus 30 minūtes inaktivē 56 °C temperatūrā. 

Analīzes gaita. 

Konstantajā vīrusspecifiskajā seruma neitralizācijas testā, ko veic mikrotitrēšanas platēs, izmanto MDBK vai citas uzņēmīgas šūnas. Izmanto Kolorādo, Oksfordas vai kādu citu vīrusa standartcelmu 100 TCID uz 0,025 ml;  inaktivētus neatšķaidītus seruma paraugus sajauc ar vienādu tilpumu (0,025 ml) vīrusa suspensijas. Pirms MDBK šūnu pievienošanas vīrusa/seruma maisījumus divas stundas inkubē mikrotitrēšanas platēs 37 °C temperatūrā. Izmanto šūnas tādā koncentrācijā, kas pēc 24 stundām veido pilnīgu monošūnu slāni.
Kontrole: 

vīrusa inficētspējas pārbaude,
seruma toksicitātes pārbaude,
neinficēto šūnu kultūru pārbaude,
references antiserumi. 

Interpretācija. 

Neitralizācijas testa rezultātus un testā izmantotā vīrusa titru reģistrē pēc trīs līdz sešu dienu inkubēšanas 37 °C temperatūrā. Seruma titri uzskatāmi par negatīviem, ja nav vērojama neitralizācija, ja atšķaidījums ir 1/2 (neatšķaidīts serums). 

8. Liellopu vīrusu diareja (BVD).
A. Veic vīrusa izolācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Analīžu materiāls un atklāšanas metodes. 

Izmanto serumu, pārklājošo slāni vai asins recekli no svaigi noņemtiem asins paraugiem, kas nav termiski inaktivēti un ir iegūti no liellopiem, kas nav vecāki par sešiem mēnešiem. Lai atklātu BVD vīrusu uzsētajās kultūrās, izmanto imunoloģiskās iekrāsošanas procedūru, tādu kā fluorescējošas antivielas metodi (FA) vai enzīmu antivielu pārbaudi, piem., imunoperoksidāzes reakciju (IPX). 

Pārbaudes reaģenti. 

FA pārbaudes veikšanai ir vajadzīgs FITC konjugēts specifisks BVD antiserums. IPX reakcijas pārbaudes veikšanai ir vajadzīgs liellopu izcelsmes nekonjugēts specifisks anti-BVD serums, peroksidāzes konjugēts pretliellopu antiserums un piemērots enzīma substrāts (tāds kā 3-amino-9-etilkarbazols). Tādu anti-BVD serumu, kas kultivēts citā sugā, izņemot liellopus, var izmantot ar nosacījumu, ka peroksidāzes konjugāts ir vērsts pret šīs sugas serumglobulīniem. Visiem izmantojamajiem antivīrusu serumiem jābūt ar pierādītu specifiskumu un ar plašu reaktivitāti. 

Analīzes gaita. 

Pārbaudē izmanto uzņēmīgas šūnas, tādas kā liellopu purna daļas, teļa nieres vai teļa sēklinieku šūnas, kurās nav endogēna BVD vīrusa. 

Seruma paraugus – testa serumu un audu kultūras šūnas – ievieto segstikliņa kultūrā vai mikrotitrēšanas plašu iedobēs vai citos traukos tā, lai seruma galīgais atšķaidījums būtu 10%. 

Pārklājošo slāni un asins recekli – paraugus – pievieno konfluentām šūnu vienslāņa kultūrām uz vienu stundu 37 °C temperatūrā, tad kultūras skalo un pārklāj ar kultūras barotni, kas satur 10% teļa augļa serumu, kurā nav BVD. 

Tad kultūras inkubē 37 °C temperatūrā, fiksē un iekrāso vai nu ar FA vai IPX metodi. 

Kontrole: 

pozitīva BVD vīrusa kontrole,
negatīva kontrole, nepievienojot vīrusu. 

Interpretācija. 

FA tests iekrāsojas pēc četru līdz sešu dienu inkubēšanas un to nolasa ar ultravioletās gaismas palīdzību. Fluorescenci testa parauga inkubētajās šūnās interpretē kā pozitīvu rezultātu. 

IPX tests iekrāsojas pēc četru dienu inkubēšanas un to nolasa ar gaismas mikroskopiju. Tumšbrūnus iekrāsojumus dažu šūnu citoplazmā interpretē kā pozitīvu rezultātu. 

B. Veic seruma neitralizācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Serums. 

Visus serumus pirms lietošanas 30 minūtes termiski inaktivē 56 °C temperatūrā. 

Analīzes gaita. 

Konstantajā vīrusspecifiskajā seruma neitralizācijas testā, ko veic mikrotitrēšanas platēs, izmanto piemērotas sērijveidā pavairotas uzņēmīgas liellopu šūnas (piem., šūnas no liellopu purna daļas, kā aprakstījis Makklarkins un citi izdevumā Arch. ges. Virusforsch., 45., 285. līdz 289. lpp., 1974). 

Ir svarīgi, lai visi reaģenti un šūnas būtu tīras no necitopātisku BVD/MD vīrusu piesārņojuma. 

Testa vīrusu, kas var būt jebkurš piemērots citopātisks standarta celms (tāds kā, piemēram, NADL celms), izmanto koncentrācijā 100 vidējās šūnu kultūras infekciozās devas uz 0,025 ml. Inaktivēto serumu atšķaidījumus sajauc ar vienādiem tilpumiem vīrusu suspensijas (0,025 ml), un vīrusa un seruma maisījumus inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā, pirms pievieno līdzīgus šūnu suspensijas tilpumus. Izmanto šūnas tādā koncentrācijā, kas divu dienu laikā izveido pilnīgu monošūnu slāni. 

Kontrole: 

vīrusa inficētspējas pārbaude,
seruma toksicitātes pārbaude,
neinficēto šūnu kultūru pārbaude,
references antiserumi. 

Interpretācija. 

Optimālais nolasīšanas laiks NADL celma vīrusa gadījumā ir pēc piecu dienu inkubēšanas 37 °C temperatūrā.
Vidējais neitralizācijas titrs, viena desmitā daļa, ir indikatīvs uz imūnreakciju attiecībā uz pagājušu akūtu infekciju. 

9. Piena analīze attiecībā uz mastītu.
Piena analīzi veic saskaņā ar Direktīvas 64/432/EEK D pielikumu. 

10. Mutes un nagu sērga (FMD).
A. Veic barības vada/rīkles paraugu noņemšanu un pārbaudi saskaņā ar šādu protokolu. 

Reaģenti. 

Pirms paraugu ņemšanas sagatavo transportēšanas vidi. Divu ml tilpumus izdala tik daudzos traukos, no cik daudziem dzīvniekiem ir jāņem paraugi. Traukiem, ko izmanto, ir jāiztur sasaldēšana ar cieto CO2 vai šķidro slāpekli. 

Paraugus iegūst, izmantojot īpašas konstrukcijas krēpu savācēju vai “elastīgo zondi”. 

Parauga iegūšanai elastīgās zondes kausu ievada caur muti, pāri mēles aizmugurei uz barības vada augšējo daļu. Ar sāniski un uz aizmuguri vērstām kustībām cenšas nokasīt virsmas epitēliju no barības vada augšējās daļas un rīkles gala. Tad elastīgo zondi izņem, vēlams, pēc tam, kad dzīvnieks ir izdarījis rīšanas kustību. Kausam būtu jābūt pilnam un jāsatur maisījums no gļotām, siekalām, barības vada šķidruma un šūnu atliekām. Rūpīgi jānodrošina, lai katrs paraugs saturētu saskatāmu šūnu materiālu. Jānovērš nevērīga apiešanās, kas izraisa asiņošanu. 

Paraugi no dažiem dzīvniekiem var būt spēcīgi piesārņoti ar atgremošanas saturu. Šādi paraugi ir jāizmet un pirms atkārtotas parauga ņemšanas dzīvnieka mute ir jāizskalo ar ūdeni vai, vēlams, ar fizioloģisko šķīdumu. 

Paraugu apstrāde. 

Katram paraugam, kas savākts elastīgās zondes kausā, pārbauda kvalitāti, un 2 ml pievieno vienādam transportēšanas vides tilpumam traukā, kas var izturēt sasaldēšanu. Traukus cieši noslēdz, aizzīmogo, dezinficē un marķē. Paraugus uzglabā vēsumā (+4 °C) un trīs līdz četru stundu laikā pārbauda vai novieto uz sausa ledus (-69 °C) vai šķidrā slāpekļa un uzglabā sasaldētus līdz pārbaudīšanai. 

Starplaikos starp dzīvniekiem elastīgo zondi dezinficē un mazgā trīs kārtās tīra ūdens. 

Pārbaude attiecībā uz mutes un nagu sērgas vīrusu. 

Paraugus inokulē primārās vērša vairogdziedzera šūnu kultūrās, izmantojot vismaz trīs mēģenes katram paraugam. Var izmantot citas uzņēmīgas šūnas, piem., primārās liellopu vai cūku nieru šūnas, bet jāņem vērā, ka tās ir mazāk jutīgas attiecībā uz dažiem mutes un nagu sērgas vīrusa celmiem. Mēģenes inkubē 37 °C temperatūrā veltņveida aparātā un 48 stundas katru dienu pārbauda attiecībā uz citopātisko efektu (CPE). Ja rezultāts ir negatīvs, kultūrām veic aklo uzsējumu uz jaunām kultūrām un no jauna 48 stundas pārbauda. Ir jāapstiprina katra CPE specifiskums. 

Ieteicamās transportēšanas vides. 

1. 0,08 M fosfāta buferšķīduma, pH 7,2, kas satur 0,01% liellopu seruma albumīnu, 0,002% fenola sarkano un antibiotikas. 

2. Audu kultūras barotne (piem., Īgla MEM), kas satur 0,04 M HEPES buferšķīdumu, 0,01% liellopu seruma albumīnu un antibiotikas, pH 7,2.
Transportēšanas videi jāpievieno antibiotikas (uz ml gala rezultātā), piem.: 

- penicilīns
1000 IU,
– neomicīna sulfāts
100 IU,
- polimiksīna B sulfāts
50 IU,
- mikostatīns
100 IU. 

B. Veic vīrusa neitralizācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Reaģenti. 

Mutes un nagu sērgas vīrusa rezerves antigēnu sagatavo šūnu kultūrās vai uz liellopu mēlēm un uzglabā -70 vai mazāk °C temperatūrā vai -20 °C tempetarūrā pēc tam, kad pievienots 50% glicerīna. Tas ir rezerves antigēns. Šajos apstākļos mutes un nagu sērgas vīruss ir stabils un titri paliek gandrīz nemainīgi mēnešiem ilgi. 

Analīzes gaita. 

Testu veic audu kultūru plakandibena mikrotitrēšanas platēs, izmantojot uzņēmīgas šūnas, piemēram, IB-RS-2, BHK-21 vai teļa nieru šūnas. 

Serumus testam izšķīdina ¼ šūnu kultūras barotnē, kurā nav seruma, pievienojot 100 IU/ml neomicīna vai citas piemērotas antibiotikas. Serumus inaktivē 30 minūtes 56 °C temperatūrā un no 0,05 ml tilpumiem mikrotitrēšanas platēs pagatavo divkāršas atšķaidīšanas sēriju, izmantojot 0,05 ml atšķaidīšanas cilpas. Pēc tam katrai iedobei pievieno iepriekš titrētu vīrusu, kas arī ir atšķaidīts kultūras barotnē, kurā nav seruma, un satur 100 TCID50/0,05 ml. Pēc vienu stundu ilgas inkubācijas 37 °C temperatūrā, kur notiek neitralizācija, katrai iedobei pievieno 0,05 ml suspensijas šūnu, kas satur 0,5 līdz 1,0 × 106 šūnu 1 ml šūnu kultūras barotnes, kas satur serumu, kurā nav mutes un nagu sērgas antivielu, un plates hermētiski noslēdz. 

Plates inkubē 37 °C temperatūrā. Monoslāņi normālos apstākļos kļūst konfluenti 24 stundu laikā. Pēc 48 stundām CPE parasti ir pietiekami izteikts testa mikroskopiskai nolasīšanai. Šajā laikā var veikt galīgo mikroskopisko nolasījumu vai arī var nofiksēt plates un iekrāsot makroskopiskajam nolasījumam, piemēram, izmantojot 10% formalīna sāls šķīdumu un 0,05% metilēnzilo. 

Kontrole. 

Kontrole katrā testā ietver homologu antiserumu ar zināmu titru, šūnu kontroli, seruma toksicitātes kontroli, barotnes kontroli un vīrusa titrēšanu, no kā aprēķina faktisko vīrusa daudzumu testā. 

Interpretācija. 

Iedobes ar CPE pazīmēm uzskata par inficētām un neitralizācijas titrus izsaka kā apgriezti proporcionālu tāda seruma atšķaidījumu, kāds ir seruma/vīrusa maisījumos 50% nobeiguma punktā, ko aprēķina pēc Spīrmena-Karbera metodes. (Karber, G., 1931, Archiv fuer Experimentelle Pathologie und Pharmokologie, 162, 480.)
Testus uzskata par derīgiem, ja faktiskais vīrusa daudzums, ko testā izmanto vienai iedobei, ir no 101,5 līdz 102,5 TCID50 un ja standartseruma titrs divkārt pārsniedz to sagaidāmo lielumu, ko aplēš no iepriekšējām titrēšanām. Ja kontroles pārsniedz šīs robežas, testus atkārto. 

Nobeiguma punkta titru, kas ir 1/11 vai mazāks, uzskata par negatīvu. 

C. Veic antivielas noteikšanu un kvantitatīvo noteikšanu ar ELISA testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Reaģenti. 

Trušu antiserumi attiecībā pret septiņu tipu mutes un nagu sērgas vīrusa (FMDV) antigēnu 146S, ko lieto paredzētajā optimālajā koncentrācijā karbonāta/bikarbonāta buferšķīdumā, pH 9,6.
Antigēnus pagatavo no izvēlētiem vīrusu celmiem, ko audzē uz BHK-21 šūnu monoslāņiem. Izmanto neattīrītos centrifugātus un iepriekš titrē saskaņā ar protokolu, bet bez seruma, lai iegūtu atšķaidījumu, kuram pēc tāda paša tilpuma PBST (fosfāta buferšķīdums, kas satur 0,05% Tween-20 un fenolsarkano indikatoru) pievienošanas optiskā blīvuma nolasījums būtu no 1,2 līdz 1,5. Vīrusus var izmantot inaktivētā veidā. PBST lieto kā atšķaidītāju. Pagatavo jūrascūciņu antiserumus, inokulējot jūrascūciņas ar katra serotipa 146S antigēnu. Sagatavo paredzēto optimālo koncentrāciju PBST, kas satur 10% normālu liellopu serumu un 5% normālu trušu serumu. 

Trušu pretjūrascūciņu imūnglobulīnu, kas konjugēts attiecībā pret mārrutku peroksidāzi, izmanto paredzētajā optimālajā koncentrācijā PBST, kas satur 10% normālu liellopu serumu un 5% normālu trušu serumu. 

Testa serumus izšķīdina PBST. 

Analīzes gaita. 

1. ELISA plates pārklāj ar 50 µl trušu antivīrusu serumiem un atstāj līdz rītam mitruma kamerā istabas temperatūrā. 

2. Vairākiedobju platēs ar U veida apakšu (nesēja plates) pagatavo piecdesmit mikrolitrus katra testa seruma dubultas divkārša atšķaidījuma sērijas, sākot no ¼. Piecdesmit mikrolitrus konstantas antigēna devas pievieno katrai iedobei un maisījumus atstāj līdz rītam 4 °C temperatūrā. Antigēna pievienošana samazina sākotnējā seruma atšķaidīšanu līdz 1/8.
3. ELISA plates skalo piecas reizes ar PBST. 

4. Pēc tam piecdesmit mikrolitrus seruma/antigēna maisījuma pārnes no nesējām platēm uz ELISA platēm, ko klāj trušu serums, un inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā uz rotējoša kratītāja. 

5. Pēc skalošanas katrai iedobei pievieno 50 µl jūrascūciņu antiseruma pret to antigēnu, kas izmantots 4. punktā. Plates inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā uz rotējoša kratītāja. 

6. Plates skalo un katrai iedobei pievieno 50 µl trušu pretjūrascūciņu imūnglobulīnu, kas konjugēts attiecībā pret mārrutku peroksidāzi. Plates inkubē vienu stundu 37 °C temperatūrā uz rotējoša kratītāja. 

7. Plates skalo un katrai iedobei pievieno 50 µl ortofenilēndiamīna, kas satur 0,05% H2O2 (30%) m/V. 
8. Reakciju aptur pēc 15 minūtēm ar 1,25 M H2SO4. 

Plates nolasa spektrofotometriski pie 492 nm ELISA nolasītājā, kam pievienots mikrodators. 

Kontrole. 

Katram izmantotajam antigēnam 40 iedobes nesatur serumu, bet satur antigēnu, kas izšķīdināts PBST. 

Homologa liellopu references antiseruma dubultīga, divkārša atšķaidījuma sērija. 

Negatīva liellopu seruma dubultīga, divkārša atšķaidījuma sērija. 

Interpretācija. 

Antivielu titrus izsaka kā testa seruma galīgo atšķaidījumu, kas uzrāda 50% no vidējās optiskā blīvuma vērtības, kas reģistrēta vīrusu kontroles iedobēs, kur nav testa seruma. Titrus, kas pārsniedz 1/40, uzskata par pozitīviem. 

Atsauces. 

Hamblin C, Barnett ITR and Hedger RS (1986). A new enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa) for the detection of antibodies against foot-and-mouth disease virus. I. Development and method of Elisa. [“Jauna enzīmu imūnsorbcijas pārbaude (ELISA) mutes un nagu sērgas vīrusa antivielu atklāšanai. I. ELISA izstrāde un metode.”] Journal of Immunological Methods, p. 93, 115 to 121.11. 

II NODAĻA
Cūku dzimtas dzīvnieki
1. Tuberkuloze.
Veic vienkāršu intradermālu tuberkulīna testu, izmantojot putnu tuberkulīnu, saskaņā ar Direktīvas 64/432/EEK B pielikumu, izņemot to, ka injicēšanas vieta ir brīvā āda pie auss pamatnes. 

2. Bruceloze.
Veic seruma aglutinācijas testu un komplementa saistīšanas reakciju saskaņā ar Direktīvas 64/432/EEK C pielikuma A un B punktu. 

3. Aujeski slimība.
Veic seruma neitralizācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Serums. 

Visus serumus pirms lietošanas termiski inaktivē 30 minūtes 56 °C temperatūrā. 

Analīzes gaita. 

Konstantajā vīrusspecifiskajā seruma neitralizācijas testā, ko veic mikrotitrēšanas platēs, izmanto Vero vai citas jutīgu šūnu sistēmas. Izmanto Aujeski slimības vīrusu 100 TCID50 uz 0,025 ml; inaktivētus neatšķaidītus seruma paraugus sajauc ar tādu pašu tilpumu (0,025 ml) vīrusa suspensijas. Pirms attiecīgo šūnu pievienošanas vīrusa/seruma maisījumus divas stundas inkubē mikrotitrēšanas platēs 37 °C temperatūrā. Izmanto šūnas tādā koncentrācijā, kas pēc 24 stundām veido pilnīgu monošūnu slāni. 

Kontrole: 

vīrusa inficētspējas pārbaude,
seruma toksicitātes pārbaude,
neinficēto šūnu kultūru pārbaude,
references antiserumi. 

Interpretācija. 

Neitralizācijas testa rezultātus un testā izmantotā vīrusa titru reģistrē pēc trīs līdz septiņu dienu inkubēšanas 37 °C temperatūrā. Seruma titri, kas mazāki par ½ (neatšķaidīts serums), uzskatāmi par negatīviem. 

4. Transmisīvais gastroenterīts.
Veic seruma neitralizācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Serums. 

Visus serumus pirms lietošanas termiski inaktivē 30 minūtes 56 °C temperatūrā. 

Analīzes gaita. 

Konstantajā vīrusspecifiskajā seruma neitralizācijas testā, ko veic mikrotitrēšanas platēs, izmanto A72 (suņu audzēja) šūnas vai citas jutīgas šūnu sistēmas. Izmanto transmisīvā gastroenterīta vīrusu 100 TCID50 uz 0,025 ml; inaktivētus neatšķaidītus seruma paraugus sajauc ar tādu pašu tilpumu (0,025 ml) vīrusa suspensijas. Pirms attiecīgo šūnu pievienošanas vīrusa/seruma maisījumus inkubē mikrotitrēšanas platēs 30 līdz 60 minūtes 37 °C temperatūrā. Izmanto šūnas tādā koncentrācijā, kas pēc 24 stundām veido pilnīgu monošūnu slāni. Katrā iedobē ievieto 0,1 ml šūnu suspensijas. 

Kontrole: 

vīrusa inficētspējas pārbaude,
seruma toksicitātes pārbaude,
neinficēto šūnu kultūru pārbaude,
references antiserumi. 

Interpretācija. 

Neitralizācijas testa rezultātus un testā izmantotā vīrusa titru reģistrē pēc trīs līdz piecu dienu inkubēšanas 37 °C temperatūrā. Seruma titri, kas mazāki par ½ (galīgais atšķaidījums), uzskatāmi par negatīviem. Ja neatšķaidīti seruma paraugi ir toksiski audu kultūrām, šos serumus pirms izmantošanas testā var atšķaidīt ½. Tas atbildīs seruma ¼ galīgajam atšķaidījumam. Šādos gadījumos seruma titrus, kas mazāki par ¼ (galīgais atšķaidījums), uzskata par negatīviem. 

5. Cūku gripa.
Veic hemaglutinācijas kavēšanas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Analīzes gaita. 

Testus veic ar standarta metodēm (US Department of Health, Education and Welfare, Immunology series No 6 [ASV Veselības, izglītības un labklājības departaments, Imunoloģijas sērija Nr. 6]).
Lai noārdītu nespecifiskos inhibitorus, cūku serumi ir jāapstrādā vai nu ar receptorus noārdošu enzīmu (vibrionu holeras filtrāts) diennakti 37 °C temperatūrā, pēc tam 30 minūtes karsējot 56 °C temperatūrā, lai pārtrauktu atlikušo enzīmu aktivitāti, vai arī jāapstrādā diennakti ar 25% kaolīnu 4 °C temperatūrā (Clark and Casals, 1958, American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 7, 561). 

Pēc vienu stundu ilgas absorbcijas ar 10% vistu eritrocītu suspensiju 37°C temperatūrā serumus testē pret četrām attiecīgā vīrusa hemaglutinācijas vienībām, izmantojot 1% vistu eritrocītus. Pirms eritrocītu pievienošanas vīrusu un serumu 60 minūtes atstāj savstarpējā saskarē istabas temperatūrā. 

Interpretācija. 

Titrus, kas pārsniedz 1/10, uzskata par pozitīviem. 

6. Mutes un nagu sērga.
Testus attiecībā uz mutes un nagu sērgu cūku dzimtas dzīvniekiem veic saskaņā ar I nodaļas 10. punktā noteiktajiem protokoliem.
7. Cūku vezikulārā slimība.
Veic seruma neitralizācijas testu saskaņā ar šādu protokolu. 

Serums. 

Visus serumus pirms lietošanas termiski inaktivē 30 minūtes 56 °C temperatūrā. 

Analīzes gaita. 

Konstantajā vīrusspecifiskajā seruma neitralizācijas testā, ko veic mikrotitrēšanas platēs, izmanto IB-RS-2 šūnas vai citas jutīgu šūnu sistēmas. Izmanto G 27/72 vai kādu citu vīrusa standartcelmu 100 TCID50 uz 0,025 ml. Serumus testam atšķaida ¼ un inaktivē, un pagatavo divkārša atšķaidījuma sēriju. Seruma paraugus sajauc ar vienādu tilpumu vīrusa suspensijas un vienu stundu inkubē mikrotitrēšanas platēs 37 °C temperatūrā, pirms pievieno 0,025 ml šūnu suspensijas, kas satur 3 × 106 šūnu/ml. 

Kontrole: vīrusa inficētspējas pārbaude,

seruma toksicitātes pārbaude,
neinficēto šūnu kultūru pārbaude,
references antiserumi. 

Interpretācija. 

Neitralizācijas testa rezultātus un testā izmantotā vīrusa titru reģistrē pēc trīs līdz piecu dienu inkubēšanas 37 °C temperatūrā. Seruma titri uzskatāmi par negatīviem, ja nav vērojama neitralizācija, kad atšķaidījums ir 1/11.
8. Klasiskais cūku mēris.
Testus attiecībā uz klasisko cūku mēri veic saskaņā ar I pielikumu Padomes Direktīvā 80/217/EEK 
. 

9. Leptospiroze.
Testus attiecībā uz leptospirozi cūku dzimtas dzīvniekiem veic saskaņā ar šā pielikuma I nodaļas 6. punktu. 

II PIELIKUMS
Obligātie nosacījumi tirgu apstiprināšanai tirdzniecībai ar liellopiem vai cūku dzimtas dzīvniekiem, kas paredzēti eksportam uz Eiropas Kopienu
1. Tirgus pārrauga valsts pilnvarots veterinārsts. 

2. Katrs tirgus atrodas tādas teritorijas centrā ar 20 km diametru, kurā, pirms to sāk izmantot kā apstiprinātu tirgu, saskaņā ar oficiāliem datiem, vismaz 30 dienas nav bijuši mutes un nagu sērgas gadījumi un, ja tirgus ir apstiprināts attiecībā uz cūku dzimtas dzīvniekiem, nav bijuši cūku mēra, cūku vezikulārās slimības vai cūku enterovīrusa encefalomielīta (Tešenas slimības) gadījumi. 

3. Tirgus, pirms to izmantošanas par apstiprinātiem tirgiem, iztīra un dezinficē ar eksportētājvalstī oficiāli atļautiem dezinficējošiem līdzekļiem, kas ir iedarbīgi iepriekš 2. nosacījumā minēto slimību kontrolei. 

4. Savākšanas centri, izkraušanas vietas un visas citas vietas, caur kurām var pārvietot liellopus vai cūku dzimtas dzīvniekus eksportam uz Eiropas Kopienu, atbilst nosacījumiem šā pielikuma 1., 2. un 3. punktā. 

5. Visi liellopi un cūku dzimtas dzīvnieki, ko pārvieto caur apstiprinātiem tirgiem, atbilst veterinārsanitārajām prasībām, kas noteiktas attiecīgās dzīvnieku kategorijas ievešanai Eiropas Kopienā. 

6. Uz Eiropas Kopienu eksportējamie dzīvnieki, kurus pārvieto caur apstiprinātiem tirgiem, pēc tam sešu dienu laikā ir jāiekrauj un jānosūta tieši uz eksportētājvalsts robežu: 

a) tā, lai tie nenonāktu saskarē ar citiem pārnadžiem, izņemot liellopus un cūku dzimtas dzīvniekus, kas atbilst veterinārsanitārajām prasībām, kas noteiktas attiecīgās dzīvnieka kategorijas ievešanai Eiropas Kopienā; 

b) sadalot kravās tā, lai nevienā kravā vienlaikus nebūtu mājdzīvnieku vaislai vai ražošanai un dzīvnieku tūlītējai nokaušanai; 

c) vedot transportlīdzekļos vai konteineros, kas iepriekš iztīrīti un dezinficēti ar eksportētājvalstī oficiāli atļautiem dezinficējošiem līdzekļiem, kas ir iedarbīgi iepriekš 2. punktā minēto slimību kontrolei, un kuri ir tā konstruēti, lai transportēšanas laikā no transportlīdzekļa nevarētu izplūst vai izbirt izkārnījumi, urīns, pakaiši vai barība. 

7. Ja nosacījumi dzīvnieku eksportēšanai uz Kopienu pirms to iekraušanas prasa veikt testu noteiktā laika posmā, tad šajā laika posmā ietilpst savākšana līdz pat sešām dienām pēc dzīvnieku pārvietošanas caur apstiprinātiem tirgiem. 

8. Eksportētājvalsts izraugās tirgus, kas ir apstiprināti attiecībā uz dzīvniekiem vaislai un ražošanai, un tirgus, kas ir apstiprināti attiecībā uz kaušanai paredzētiem dzīvniekiem, un paziņo Komisijai un dalībvalstu kompetentajām centrālajām iestādēm šo tirgu nosaukumus un adreses. 

9. Eksportētājvalsts nosaka kārtību tirgu, savākšanas centru un iekraušanas vietu oficiālai uzraudzībai un nodrošina šīs uzraudzības veikšanu. 

10. Eksportētājvalsts nodrošina to, lai datus par tirgiem un savākšanas punktiem iekļautu veselības sertifikāta attiecīgajā sadaļā, ko pievieno uz Eiropas Kopienu eksportētajiem dzīvniekiem. 
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