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Grozijumi Ministru kabineta 2002. gada 19. marta noteikumos Nr. 127
""Epizootiju uzliesmojuma un draudu novérsanas kartiba"

Izdoti saskana ar Veterinarmedicinas likuma
26. panta pirmo dalu un 27. panta treso dalu

Izdarit Ministru kabineta 2002. gada 19. marta noteikumos Nr. 127 "Epizootiju uzliesmojuma un draudu novérsanas
kartiba" (Latvijas Vestnesis, 2002, 27. nr.; 2004, 193. nr.; 2005, 130. nr.; 2007, 100., 201. nr.; 2009, 57., 142. nr.;
2010, 12. nr.; 2012, 156. nr.; 2013, 158. nr.) sadus grozijumus:

1. Aizstat noteikumu teksta vardu "pielikums" (attieciga locijuma) ar skaitli un vardu "1. pielikums" (attieciga

locijuma).
2. Aizstat 2. punkta vardu "institats" ar tekstu "institats "BIOR"".
3. Papildinat noteikumus ar 2.! punktu $ada redakcija:

"2.1 Valsts zinatniskais institats "Partikas dro$ibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais institats "BIOR""

paraugus Afrikas zirgu méra noteikSanai izmeklé, izmantojot $o noteikumu 2. pielikuma noraditas metodes."
4. Svitrot 11.2. apakSpunktu.

5. Aizstat 42.3. apakSpunkta vardu "institats" ar tekstu "institats "BIOR"".

6. Papildinat informativo atsauci uz Eiropas Savienibas direktivam ar 8. punktu sada redakcija:

"8) Padomes 2009. gada 30. novembra Direktivas 2009/156/EK par dzivnieku veselibas prasibam attieciba uz zirgu

dzimtas dzivnieku parvadasanu un importu no tresajam valstim."
7. Papildinat noteikumus ar 2. pielikumu sada redakcija:

"2. pielikums
Ministru kabineta
2002. gada 19. marta

noteikumiem Nr. 127
Afrikas zirgu meéra diagnostika

1. nodala

Serologiskie testi


https://www.vestnesis.lv/laidiens/2017/06/15/nr/119
https://www.vestnesis.lv/url/291539

1. Laboratoriskajiem izmekléjumiem izmanto serologiskas iminfermentativas analizes metodes (ELISA),
pamatojoties uz 2016. gada izdevuma "Sauszemes dzivnieku diagnostisko testu un vakcinu rokasgramata" 2.5.1.
nodalas B dalas 2. punktu (pienemts Pasaules Dzivnieku veselibas organizacijas (OIE) pasaules delegatu sanaksme

2012. gada maija).

2. VP7 virusa proteins ir imindominants Afrikas zirgu méra virusa (AHSV) lielakais antigénais proteins, un tas ir
sastopams visos devinos AHSV serotipos. Rekombinétie AHSV-VP7 proteini ir stabili un nekaitigi, un pieméroti
izmantosanai par antigeniem ELISA proceduras Afrikas zirgu meéra virusa (AHSV) antivielu noteik$anai ar augstu
jutibas un specifiskuma pakapi (Laviada et al., 1992b; Maree un Paweska, 2005).

3. Afrikas zirgu meéra (AZM) serologiskajai diagnosticésanai ir pieméroti divi AHS-VP7 ELISA testi:

3.1. netieSa ELISA;

3.2. blokejosa ELISA.

1.1. Netie$a ELISA AHSV antivielu noteiksanai

4. Saja metodé izmantotais konjugats ir enzims (marrutku peroksidaze) — pretzirgu gammaglobulins, kas reagé ar
zirgu, mulu un ézelu serumu. Maree un Paweska (2005) aprakstitaja metodeé par konjugatu izmanto G proteinu, kas

reageé ar zebru serumu.

5. Eiropas Savienibas references laboratorija Afrikas zirgu méra noteik$anai Centro de Investigacion en Sanidad
Animal (CISA) Spanija péc pieprasijuma Cetru lidz sesu ménesu laika nodrosina ar serologiskajiem testiem

nepieciesamo antigéenu.

6. Testa procediras cieta faze:

.....

Plates atstaj pa nakti inkubeéties 4 °C temperatira;

6.2. plates piecas reizes mazga ar destilétu Gdeni, kas satur 0,01 % (masas) Tween 20 (mazgasanas skidumu). Viegli

uzsit pa platém virs absorbéjosa materiala, lai atbrivotos no atlikusajam mazgasanas sastavdalam;

6.3. plates bloke ar fosfatu fiziologisko buferskidumu (PBS), kura pH ir 7,2 un kuram pievieno 5 % (m/V) vajpiena
(Nestlé Dry Skim Milk™), 200 ul uz iedobi, vienu stundu 37 °C temperatiira;

6.4. atbrivojas no blokéjosa skiduma un viegli uzsit pa platém virs absorbéjosa materiala;

6.5. izmekléjamos serumu paraugus un pozitivos un negativos kontrolserumus proporcija 1 pret 25 izskidina PBS,
kam pievieno 5 % (masas) vajpiena un 0,05 % (masas) Tween 20, 100 ul uz iedobi. Inkube vienu stundu 37 °C

temperatura;

6.6. lai veiktu titresanu, sagatavo divkarsa atSkaidijuma virknes no 1 pret 25 (100 pl uz iedobi) — viens serums
attieciba uz vienu plates aili — un tapat rikojas ar pozitivajam un negativajam kontrolém. Inkubé vienu stundu 37

°C temperatura;

6.7. plates piecas reizes mazga ar destilétu Gdeni, kas satur 0,01 % (masas) Tween 20 (mazgasanas skidumu). Viegli

uzsit pa platém virs absorbéjosa materiala, lai atbrivotos no atlikusajam mazgasanas sastavdalam.

7. Konjugats: ielej 100 ul uz iedobi marrutku peroksidazes (HRP) pretzirgu gammaglobulina konjugatu, kas

e V1. - 7.



8. Plates piecas reizes mazga ar destilétu tideni, kas satur 0,01 % (masas) Tween 20 (mazgasanas skidumuy). Viegli

uzsit pa platém virs absorbéjosa materiala, lai atbrivotos no atlikusajam mazgasanas sastavdalam.

9. Hromogéns/substrats: pievieno 200 pl uz iedobi hromogéna/substrata skidumu (10 ml 80,6 mM DMAB
(dimetilaminobenzaldehidu), kam pievieno 10 ml 1,56 mM MBTH (3-metil-2-benzotiazolinhidrazona hidrohloridu)
un 5 pl HyOy).

10. Krasas veidosanos aptur, apméram péc 5 lidz 10 mintatém (pirms sak iekrasoties negativa kontrole) pievienojot
50 pl 3N HpSOy4. Var izmantot ari citus hromogeénus, pieméram, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etilbenzotiazolin-6-

sulfoskabi]), TMB (tetrametilbenzidinu) vai OPD (ortofenildiaminu).
11. Veic plasu nolasijumus pie 600 nm (vai 620 nm).
12. Rezultatu interpretacija:

12.1. aprekina izslégsanas vertibu, pieskaitot negativas kontroles vértibai 0,06 (0,06 ir standartnovirze, ko iegtst 30

negativu serumu grupa);
12.2. testa paraugi, kas uzrada zemakas absorbcijas vértibas neka izslégsanas vértiba, uzskatami par negativiem;

12.3. testa paraugi, kas uzrada lielakas absorbcijas vértibas neka izslegsanas vertiba + 0,15, uzskatami par

pozitiviem;

12.4. testa paraugi, kuru uzraditas absorbcijas vértibas atrodas vidusposma, uzskatami par neparliecinosiem, un

rezultata apstiprinasanai jalieto otra metode.
1.2. Blokéjosa ELISA AHSV antivielu noteiksanai

13. Konkuréjosa blokéjosa ELISA ir izstradata ta, lai noteiktu specifiskas AHSV antivielas jebkuras zirgu dzimtas
sugas dzivnieku, t. i., zirgu, ézelu, zebru un to krustojumu, serumos, noversot So specifiskuma problému, ar ko

reizém nacas saskarties, izmantojot netieso ELISA.

14. Testa princips ir blokét reakciju starp rekombinéto VP7 proteinu, kas absorbets uz ELISA plates, un konjugéto
AHS-VP7 specifisko monoklonalo antivielu (Mab). Ta ka antiviela testa serumos bloke reakciju starp antigénu un
Mab, vajinas krasas reakcija. Ta ka Mab ir vérsta pret VP7, parbaudei raksturiga augsta jutibas un specifiskuma

pakape.
15. Testa proceduras cieta faze:

15.1. ELISA plates parklaj ar 50-100 ng rekombinétu AHSV-4 VP7, kas izskidinats karbonata/bikarbonata buferviela
ar pH 9,6. Plates atstaj pa nakti inkubéties 4 °C temperatura;

15.2. plates tris reizes mazga ar 0,1x fosfatu fiziologisko buferskidumu (PBS), kas satur 0,135 M NaCl un 0,05 %
(masas) Tween 20 (PBST). Viegli uzsit pa platem virs absorbéjosa materiala, lai atbrivotos no atlikusajam

mazgasanas sastavdalam;

15.3. testéjamos seruma paraugus un pozitivos un negativos kontrolserumus proporcija 1 pret 5 izskidina 0,35 M

NaCl, 0,05 % (masas) Tween 20 un 0,1 % katona, 100 ul uz iedobi. Inkube vienu stundu 37 °C temperatira;

15.4. lai veiktu titrésanu, sagatavo testa seruma divkarsa atskaidijuma virknes no 1 pret 10 lidz 1 pret 280 astonas
iedobes (100 ul uz iedobi) — viens serums uz vienu plates aili — un tapat rikojas ar pozitivajam un negativajam

kontrolem. Inkube vienu stundu 37 °C temperatiira;



