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(prot. Nr.56  43.§)

Iz​mē​ģi​nā​ju​miem vai zi​nāt​nis​kiem mēr​ķiem 

un šķir​ņu se​lek​ci​jai pa​re​dzē​to kai​tī​go or​ga​nis​mu, 

au​gu, au​gu pro​duk​tu un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šo priekšmetu ie​ve​ša​nas un pār​vie​to​ša​nas kār​tī​ba

Iz​do​ti sa​ska​ņā ar Au​gu aiz​sar​dzī​bas li​ku​ma 5.pan​ta 10.pun​ktu
1. Vis​pā​rī​gie jau​tā​ju​mi

1. No​tei​ku​mi no​sa​ka iz​mē​ģi​nā​ju​miem vai zi​nāt​nis​kiem mēr​ķiem un šķir​ņu se​lek​ci​jai (turp​māk — iz​mē​ģi​nā​ju​mi) pa​re​dzē​to kai​tī​go or​ga​nis​mu, au​gu, au​gu pro​duk​tu un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šo priekšmetu (turp​māk — ma​te​riāls) ie​ve​ša​nas un pār​vie​to​ša​nas kār​tī​bu.

2. No​tei​ku​mu ie​vē​ro​ša​nas valsts uz​rau​dzī​bu un kon​tro​li veic Valsts au​gu aiz​sar​dzī​bas die​nests (turp​māk — die​nests).

2. Ma​te​riā​la ie​ve​ša​na un pār​vie​to​ša​na 

3. Ma​te​riā​lu per​so​na drīkst ie​vest vai pār​vie​tot Lat​vi​jā vai ta​jā eso​ša​jā aiz​sar​gājamā zo​nā, ja sa​ņem​ta die​nes​ta iz​do​ta iz​mē​ģi​nā​ju​miem vai zi​nāt​nis​kiem mēr​ķiem un šķir​ņu se​lek​ci​jai pa​re​dzē​to kai​tī​go or​ga​nis​mu, au​gu, au​gu pro​duk​tu un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šo priekšmetu ie​ve​ša​nas vai pār​vie​to​ša​nas at​ļau​ja (turp​māk — at​ļau​ja) (1.pie​li​kums).

4. Per​so​na, kas vē​las sa​ņemt at​ļau​ju, die​nes​tā ie​sniedz:

4.1. ie​snie​gu​mu (2.pie​li​kums);

4.2. ma​te​riā​la iz​cel​smes vie​tu ap​lie​ci​no​ša do​ku​men​ta ko​pi​ju. 

5. Die​nests sep​ti​ņu darb​die​nu lai​kā pēc šo no​tei​ku​mu 4.pun​ktā mi​nē​to do​ku​men​tu sa​ņem​ša​nas no​vēr​tē kai​tī​gā or​ga​nis​ma iz​pla​tī​bas ris​ku, ņe​mot vē​rā ma​te​riā​lu un tā ra​dī​to ap​drau​dē​ju​mu, pa​re​dzē​to iz​mē​ģi​nā​ju​mu vei​du, kai​tī​gā or​ga​nis​ma bio​lo​ģi​ju, tā iz​pla​tī​ša​nās vei​du, mi​jie​dar​bī​bu ar vi​di un ci​tus ris​ka fak​to​rus, un pie​ņem lē​mu​mu par at​bil​sto​šu fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu pie​mē​ro​ša​nu:

5.1. at​tie​cī​bā uz dar​ba tel​pām, ie​kār​tām un dar​ba pro​ce​dū​rām:

5.1.1. ma​te​riā​la fi​zis​kā iz​olā​ci​ja no ci​tiem au​giem vai kai​tī​gā or​ga​nis​ma un ap​kār​tē​jā te​ri​to​ri​jā eso​šo au​gu pār​bau​de;

5.1.2. par iz​mē​ģi​nā​ju​ma veik​ša​nu at​bil​dī​gās kon​tak​tper​so​nas no​rī​ko​ša​na;

5.1.3. ie​ro​be​žo​ta pie​kļu​ve ap​kār​tē​jai te​ri​to​ri​jai, tel​pām un ie​kār​tām (ie​ro​be​žo​ju​mi ne​at​tie​cas uz iz​mē​ģi​nā​ju​mu veik​ša​nā ie​sais​tī​to per​so​nā​lu);

5.1.4. at​tie​cī​go tel​pu un ie​kār​tu iden​ti​fi​kā​ci​ja, no​rā​dot iz​mē​ģi​nā​ju​ma vei​du un at​bil​dī​go dar​bi​nie​ku;

5.1.5.  veik​to iz​mē​ģi​nā​ju​mu re​ģis​trē​ša​na un dar​ba pro​ce​dū​ru ro​kas​grā​ma​tas kār​to​ša​na, pa​re​dzot arī, kā​das pro​ce​dū​ras vei​ca​mas, ja kai​tī​gais or​ga​nisms iz​kļu​vis ap​kār​tē​jā te​ri​to​ri​jā, un no​rā​dot au​gu aiz​sar​dzī​bas lī​dzek​li šī kai​tī​gā or​ga​nis​ma iz​nī​ci​nā​ša​nai;

5.1.6. pie​mē​ro​tas dro​šī​bas un trauksmes sis​tē​mas ie​kār​to​ša​na;

5.1.7. dro​šī​bas pa​sā​ku​mu ie​vie​ša​na, lai no​vēr​stu kai​tī​go or​ga​nis​mu ie​kļū​ša​nu un iz​pla​tī​bu tel​pās;

5.1.8. dar​ba pro​ce​dū​ru iz​strā​de ma​te​riā​la pa​rau​gu ņem​ša​nai un pār​vie​to​ša​nai no vie​nas tel​pas vai ie​kār​tas ci​tā;

5.1.9. dar​ba pro​ce​dū​ru iz​strā​de at​kri​tu​mu, iz​lie​to​tās augs​nes un ūdens iz​nī​ci​nā​ša​nai;

5.1.10. hi​giē​nas un de​zin​fek​ci​jas pra​sī​bu pie​mē​ro​ša​na per​so​nā​lam, ie​kār​tām un ap​rī​ko​ju​mam;

5.1.11. pie​mē​ro​tu pa​sā​ku​mu un ie​kār​tu no​dro​ši​nā​ša​na iz​man​to​tā ma​te​riā​la iz​nī​ci​nā​ša​nai;

5.1.12. ie​kār​tu, pro​ce​dū​ru un tes​tē​ša​nas pro​ce​dū​ru sa​rak​stu iz​strā​de;

5.2. at​ka​rī​bā no ma​te​riā​la bio​lo​ģi​jas un epi​de​mio​lo​ģi​jas īpat​nī​bām:

5.2.1. ma​te​riā​la uz​tu​rē​ša​na ie​kār​tā, ku​rā starp at​se​viš​ķām ka​me​rām ir dubult​dur​vis, kā arī ma​te​riā​la pie​eja​mī​ba ti​kai tām per​so​nām, kas ar to veic iz​mē​ģi​nā​ju​mus;

5.2.2. ma​te​riā​la uz​tu​rē​ša​na, no​dro​ši​not tam ne​ga​tī​vu gai​sa spie​die​nu;

5.2.3. ma​te​riā​la uz​tu​rē​ša​na no​plūd​dro​šos kon​tei​ne​ros ar at​bil​sto​šiem tīk​la acu iz​mē​riem un ci​tiem šķēr​šļiem (pie​mē​ram, ūdens bar​je​ra la​pu​tīm, slēg​ti augs​nes kon​tei​ne​ri ne​ma​to​dēm, elek​tris​kie ku​kai​ņu pie​vi​li​nā​tā​ji);

5.2.4. ma​te​riā​la uz​tu​rē​ša​na iz​olē​ti no ci​tiem kai​tī​ga​jiem or​ga​nis​miem un ma​te​riā​liem (pie​mē​ram, vī​ru​sus sa​tu​ro​šiem au​gu ba​rī​bas ma​te​riā​liem, saim​niek​au​giem);

5.2.5. ma​te​riā​la uz​tu​rē​ša​na iz​ola​to​ros ar re​gu​lē​ja​mām ie​rī​cēm vi​des re​žī​ma uz​tu​rē​ša​nai;

5.2.6. aiz​lie​gums krus​tot kai​tī​gos or​ga​nis​mus ar vie​tē​jām ra​sēm un su​gām;

5.2.7. iz​vai​rī​ša​nās no kai​tī​go or​ga​nis​mu ilg​sto​šas uz​tu​rē​ša​nas;

5.2.8. kai​tī​gā or​ga​nis​ma uz​tu​rē​ša​na ap​stāk​ļos, kas ie​ro​be​žo tā vai​ro​ša​nos (pie​mē​ram, tā​da ap​kār​tē​jās vi​des re​žī​ma no​dro​ši​nā​ša​na, kas no​vērš dia​pau​zes vei​do​ša​nos);

5.2.9. kai​tī​gā or​ga​nis​ma uz​tu​rē​ša​na tā​dā vei​dā, lai ne​bū​tu ie​spē​ja​ma rep​ro​duk​tī​vo sta​di​ju vai vei​do​ju​mu iz​pla​tī​ša​nās (pie​mē​ram, no​vēr​šot gai​sa plūs​mas vei​do​ša​nos);

5.2.10. pār​bau​des, lai kon​sta​tē​tu, vai at​tie​cī​gā kai​tī​gā or​ga​nis​ma kul​tū​ra ir brī​va no pa​ra​zī​tiem un ci​tiem kai​tī​giem or​ga​nis​miem;

5.2.11. at​bil​sto​šas ma​te​riā​la kon​tro​les pro​gram​mas iz​man​to​ša​na, lai no​vēr​stu kai​tī​gā or​ga​nis​ma pār​ne​sē​ju (vek​to​ru) klāt​būt​ni;

5.2.12. iz​mē​ģi​nā​ju​mi ar au​du kul​tū​rām (in vit​ro) ste​ri​los ap​stāk​ļos;

5.2.13. kai​tī​go or​ga​nis​mu (ku​rus iz​pla​ta vek​to​ri) uz​tu​rē​ša​na ap​stāk​ļos, kas no​vērš to iz​pla​tī​bu ar vek​to​ru starp​nie​cī​bu (pie​mē​ram, lie​to​jot tīk​lus ar at​bil​sto​šu acu iz​mē​ru un ie​vē​ro​jot dro​šī​bas dar​bī​bas augs​nes iz​man​to​ša​nā);

5.2.14. se​zo​nā​lās iz​olā​ci​jas ie​vē​ro​ša​na (iz​mē​ģi​nā​ju​mu veik​ša​na pe​rio​dos, kad ir vis​ze​mā​kais fi​to​sa​ni​tā​rais risks).

6. Per​so​na, kas vē​las sa​ņemt at​ļau​ju, rak​stis​ki pa​zi​ņo die​nes​tam par tā no​teik​to šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā mi​nē​to fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu iz​pil​di.

7. Die​nests di​vu ne​dē​ļu lai​kā pēc tam, kad per​so​na ir pa​zi​ņo​ju​si par šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā mi​nē​to fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu iz​pil​di:

7.1. pār​bau​da tel​pu un ie​kār​tu at​bil​stī​bu die​nes​ta no​teik​ta​jiem fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem;

7.2. pār​bau​da per​so​nā​la zi​nāt​nis​ko un teh​nis​ko kva​li​fi​kā​ci​ju, lai pār​lie​ci​nā​tos, vai tas spēj no​dro​ši​nāt fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu iz​pil​di.

8. Die​nests sep​ti​ņu darb​die​nu lai​kā pēc šo no​tei​ku​mu 7.pun​ktā mi​nē​ta​jām pār​bau​dēm pie​ņem vie​nu no šā​diem lē​mu​miem:

8.1. lē​mu​mu par at​ļau​jas iz​snieg​ša​nu, no​sa​kot iz​mē​ģi​nā​ju​mu veik​ša​nai ne​pie​cie​ša​mo ma​te​riā​la dau​dzumu;

8.2. lē​mu​mu par at​tei​ku​mu iz​sniegt at​ļau​ju, ja per​so​na nav iz​pil​dī​ju​si die​nes​ta no​teik​tos fi​to​sa​ni​tā​ros pa​sā​ku​mus vai per​so​nā​la zi​nāt​nis​kā un teh​nis​kā kva​li​fi​kā​ci​ja ne​no​dro​ši​na fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu iz​pil​di.

9. Die​nests iz​sniedz at​ļau​ju pie​cu darb​die​nu lai​kā pēc šo no​tei​ku​mu 8.1.apakš​pun​ktā mi​nē​tā lē​mu​ma pie​ņem​ša​nas. Per​so​na, ie​ve​dot vai pār​vie​to​jot ma​te​riā​lu, pie​vie​no tam at​ļau​ju.

10. Lai pār​vie​to​tu Lat​vi​jā vai ta​jā eso​ša​jā aiz​sar​gājamā zo​nā, vai uz Ei​ro​pas Sa​vie​nī​bas da​līb​val​sti vai ta​jā eso​šo aiz​sar​gājamo zo​nu nor​ma​tī​va​jos ak​tos par au​gu aiz​sar​dzī​bu no​teik​tos fi​to​sa​ni​tā​ra​jai kon​tro​lei pak​ļau​tos au​gus, au​gu pro​duk​tus un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šos priekšmetus, ma​te​riā​lam pa​pil​dus at​ļau​jai sa​ska​ņā ar nor​ma​tī​va​jiem ak​tiem par au​gu aiz​sar​dzī​bu pie​vie​no au​gu pa​si, ku​rā no​rā​da šā​du tek​stu: “Šo ma​te​riā​lu pār​vie​to sa​ska​ņā ar di​rek​tī​vu 95/44/EK”.

11. Ja ma​te​riā​la iz​cel​smes vie​ta ir valsts, kas nav Ei​ro​pas Sa​vie​nī​bas da​līb​valsts (turp​māk — tre​šā valsts), die​nests at​ļau​ju iz​sniedz, pa​ma​to​jo​ties uz do​ku​men​tā​ro pie​rā​dī​ju​mu par ma​te​riā​la iz​cel​smes vie​tu.

12. Ja Lat​vi​jā vai ta​jā eso​ša​jā aiz​sar​gājamā zo​nā no tre​šās valsts tiek ie​ves​ti vai pār​vie​to​ti nor​ma​tī​va​jos ak​tos par au​gu aiz​sar​dzī​bu no​teik​tie fi​to​sa​ni​tā​ra​jai kon​tro​lei pak​ļau​tie au​gi, au​gu pro​duk​ti un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šie priekšmeti un tiem ir pie​vie​no​ts fi​to​sa​ni​tā​rais ser​ti​fi​kāts, ko iz​de​vu​si iz​cel​smes valsts ie​stā​de, kas at​bil​dī​ga par au​gu aiz​sar​dzī​bu, die​nests fi​to​sa​ni​tā​rā ser​ti​fi​kā​ta ai​lē “pa​pil​du de​kla​rā​ci​ja” no​rā​da šā​du tek​stu: “Šo ma​te​riā​lu ie​ved sa​ska​ņā ar di​rek​tī​vu 95/44/EK”.

13. Per​so​na, kas ie​ved vai pār​vie​to ma​te​riā​lu:

13.1. no​dro​ši​na fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu iz​pil​di un ma​te​riā​lu ne​ka​vē​jo​ties pār​vie​to uz at​ļau​jā no​rā​dī​to iz​mē​ģi​nā​ju​ma veik​ša​nas vie​tu;

13.2. ie​vē​ro šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​tos fi​to​sa​ni​tā​ros pa​sā​ku​mus.

14. Pār​ti​kas un ve​te​ri​nā​rā die​nes​ta Sa​ni​tā​rā ro​be​žin​spek​ci​ja kon​tro​lē ma​te​riā​la ie​ve​ša​nu no tre​šās valsts un pār​bau​da, vai fi​to​sa​ni​tā​ra​jai kon​tro​lei pak​ļau​ta​jiem au​giem, au​gu pro​duk​tiem un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​ša​jiem priekšmetiem pie​vie​no​ts fi​to​sa​ni​tā​rais ser​ti​fi​kāts.

15. Die​nests uz​rau​ga un kon​tro​lē, kā tiek veik​ti at​ļau​tie iz​mē​ģi​nā​ju​mi, un, ja kon​sta​tē, ka per​so​na ne​ie​vē​ro šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​tos fi​to​sa​ni​tā​ros pa​sā​ku​mus, anu​lē iz​snieg​to at​ļau​ju.

16. Lai pēc iz​mē​ģi​nā​ju​ma pa​beig​ša​nas sa​ņem​tu die​nes​ta at​ļau​ju par šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​to fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu ne​pie​mē​ro​ša​nu ma​te​riā​lam, per​so​na vis​maz ne​dē​ļu pirms iz​mē​ģi​nā​ju​ma pa​beig​ša​nas ie​sniedz die​nes​tā ie​snie​gu​mu.

17. Pirms pie​ņemt lē​mu​mu par šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​to fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu ne​pie​mē​ro​ša​nu ma​te​riā​lam, die​nests veic ma​te​riā​la fi​to​sa​ni​tā​ro pār​bau​di.

18. Ja tes​tē​ša​nā ir kon​sta​tēts, ka ma​te​riā​lā nav kai​tī​go or​ga​nis​mu, kas mi​nē​ti nor​ma​tī​va​jos ak​tos par au​gu aiz​sar​dzī​bu, die​nests pie​ņem lē​mu​mu par šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​to fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu ne​pie​mē​ro​ša​nu ma​te​riā​lam.

19. Ja die​nests pie​ņē​mis lē​mu​mu par šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​to fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu ne​pie​mē​ro​ša​nu ma​te​riā​lam, per​so​na pa​beidz iz​mē​ģi​nā​ju​mu ar ma​te​riā​lu.

20. Die​nests tes​tē ma​te​riā​lu sa​ska​ņā ar šo no​tei​ku​mu 3.no​da​ļā mi​nē​ta​jām pra​sī​bām.

21. Ja tes​tē​ša​nā ma​te​riā​lā ir at​klā​ti kai​tī​gie or​ga​nis​mi, die​nests pie​ņem lē​mu​mu par šī ma​te​riā​la, kā arī ci​tu ie​spē​ja​mi in​fi​cē​tu vai in​va​dē​tu au​gu, au​gu pro​duk​tu un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šo priekšmetu iz​nī​ci​nā​ša​nu vai at​tie​cī​gu ap​strā​dā​ša​nu, vai arī fi​to​sa​ni​tā​ro pa​sā​ku​mu pie​mē​ro​ša​nu kon​krē​ta kai​tī​gā or​ga​nis​ma iz​nī​ci​nā​ša​nai.

22. Pēc iz​mē​ģi​nā​ju​ma pa​beig​ša​nas per​so​na:

22.1. ma​te​riā​lu vai jeb​ku​rus ci​tus in​fi​cē​tus vai in​va​dē​tus au​gus, au​gu pro​duk​tus vai ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šos priekšmetus iz​nī​ci​na, ste​ri​li​zē vai ci​tā​di ap​strā​dā sa​ska​ņā ar die​nes​ta no​rā​dī​ju​miem;

22.2. iz​man​to​tās tel​pas un ap​rī​ko​ju​mu ste​ri​li​zē vai de​zin​fi​cē sa​ska​ņā ar die​nes​ta no​rā​dī​ju​miem.

23. Ja per​so​na at​klāj, ka ma​te​riāls ir in​fi​cēts vai in​va​dēts ar kā​du no kai​tī​ga​jiem or​ga​nis​miem, ku​ri mi​nē​ti nor​ma​tī​va​jos ak​tos par au​gu aiz​sar​dzī​bu, vai iz​mē​ģi​nā​ju​mu gai​tā iden​ti​fi​cē kā​du ci​tu kai​tī​go or​ga​nis​mu, ku​ru die​nests, iz​vēr​tē​jot ris​ku, at​zi​nis par bīs​ta​mu Lat​vi​jai, per​so​na par to ne​ka​vē​jo​ties zi​ņo die​nes​tam. Per​so​na zi​ņo arī par jeb​ku​ru ga​dī​ju​mu, kas var ra​dīt mi​nē​to kai​tī​go or​ga​nis​mu iz​pla​tī​ša​nos vi​dē.

24. Ja iz​mē​ģi​nā​ju​miem iz​man​to nor​ma​tī​va​jos ak​tos par au​gu aiz​sar​dzī​bu no​teik​tos au​gus, au​gu pro​duk​tus un ar tiem sa​ska​rē no​nā​ku​šos priekšmetus, die​nests no​dro​ši​na, lai tik​tu pie​mē​ro​ti vi​si at​bil​sto​šie fi​to​sa​ni​tā​rie pa​sā​ku​mi, pār​bau​des un tes​tē​ša​na.

25. Kat​ru ga​du līdz 1.sep​tem​brim die​nests no​sū​ta Ei​ro​pas Ko​mi​si​jai un pā​rē​jām Ei​ro​pas Sa​vie​nī​bas da​līb​val​stīm sa​rak​stu, ku​rā no​rā​dīts sa​ska​ņā ar šiem no​tei​ku​miem Ei​ro​pas Sa​vie​nī​bā ie​ves​tā un pār​vie​to​tā ma​te​riā​la dau​dzums laik​pos​mā no ie​priek​šē​jā ga​da 30.jū​ni​ja līdz kār​tē​jā ga​da 30.jū​ni​jam, un in​for​mā​ci​ju par šī ma​te​riā​la in​fek​ci​ju vai in​vā​zi​ju ar kai​tī​giem or​ga​nis​miem, kas kon​sta​tē​ta fi​to​sa​ni​tā​ra​jā pār​bau​dē, ie​skai​tot tes​tē​ša​nu.

26. Ar lē​mu​mu pie​ņem​ša​nu sais​tī​tos do​ku​men​tus die​nests gla​bā ne ma​zāk kā pie​cus ga​dus.

3. Fi​to​sa​ni​tā​rie pa​sā​ku​mi

3.1. Fi​to​sa​ni​tā​rie pa​sā​ku​mi cit​ru​su Cit​rus spp., kin​kā​nu For​tu​ne​lla Swing​le, Ķī​nas ma​zo man​da​rī​nu Pon​ci​rus Raf au​giem un to hib​rī​diem,

iz​ņe​mot augļ​us un sēk​las

27. Ma​te​riā​lam veic at​bil​sto​šas te​ra​pi​jas pro​ce​dū​ras sa​ska​ņā ar Pār​ti​kas un lauk​saim​nie​cī​bas or​ga​ni​zā​ci​jas Starp​tau​tis​kā au​gu ģe​nē​tis​ko re​sur​su in​sti​tū​ta (turp​māk — FAO/IP​GRI) teh​nis​ka​jām vad​lī​ni​jām (turp​māk — vad​lī​ni​jas).

28. Pēc šo no​tei​ku​mu 27.pun​ktā mi​nē​to pro​ce​dū​ru veik​ša​nas ma​te​riā​lam veic in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras. Vi​su ma​te​riā​lu, ie​skai​tot in​di​ka​to​rau​gus, tur šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā mi​nē​ta​jos ap​stāk​ļos. Ma​te​riā​lu, ku​ru pa​re​dzēts at​brī​vot no šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​ta​jiem fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem, tur ap​stāk​ļos, kas no​dro​ši​na au​gu ve​ģe​tā​ci​ju, un vi​zuā​li no​vē​ro, vai ne​pa​rā​dās kai​tī​go or​ga​nis​mu in​fek​ci​jas vai in​vā​zi​jas pa​zī​mes. No​vē​ro​ju​mus veic pēc ma​te​riā​la sa​ņem​ša​nas un vi​sā in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ru lai​kā.

29. Lai ma​te​riā​lā at​klā​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus, veic šā​das in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras:

29.1. tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​tor​au​gus (t.sk. Cit​rus si​ne​nsis (L.) Os​beck, C. au​ran​ti​fo​lia Christm. Swing, C. me​di​ca L., C. re​ti​cu​la​ta Blan​co un Se​sa​mum L.), lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

29.1.1. Cit​rus gree​ning bac​te​rium;
29.1.2. Cit​rus va​rie​ga​ted chlo​ro​sis;
29.1.3. Cit​rus mo​saic vi​rus;
29.1.4. Cit​rus tris​te​za vi​rus (vi​si iz​olā​ti);
29.1.5. Cit​rus vein ena​tion woody gall;
29.1.6. Lep​ro​sis;
29.1.7. Na​tu​rally sprea​ding pso​ro​sis;
29.1.8. Pho​ma trac​heip​hi​la (Pet​ri) Kan​cha​ve​li & Gi​kas​hvi​li;
29.1.9. Sa​tsu​ma dwarf vi​rus;
29.1.10. Spi​rop​las​ma cit​ri Sa​glio et al;

29.1.11. Tat​ter leaf vi​rus;

29.1.12. Wit​ches’ broom (MLO);
29.1.13. Xan​tho​mo​nas cam​pes​tris (vi​sas cit​ru​siem pa​to​gē​nās ra​ses);
29.2. sli​mī​bu tes​tē​ša​nai, ku​ras ne​var at​klāt īsā laik​pos​mā, tū​līt pēc ma​te​riā​la ie​ve​ša​nas dzi​nu​mu ga​lot​nes pum​pu​rus uz​po​tē uz sē​je​ņu pot​cel​miem, kas au​dzē​ti ste​ri​lā subs​trā​tā, sa​ska​ņā ar FAO/IP​GRI vad​lī​ni​jām. Ie​gū​ta​jiem au​giem pēc tam veic te​ra​pi​jas pro​ce​dū​ras sa​ska​ņā ar šo no​tei​ku​mu 27.pun​ktu.

30. Ja ma​te​riā​lam kon​sta​tē kai​tī​go or​ga​nis​mu in​fek​ci​jas vai in​vā​zi​jas pa​zī​mes, veic pē​tī​ju​mus, ie​skai​tot tes​tē​ša​nu, lai iden​ti​fi​cē​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus.

3.2. Fi​to​sa​ni​tā​rie pa​sā​ku​mi ci​do​ni​ju Cydo​nia Mill., krūm​ci​do​ni​ju 
Chae​no​me​les Lindl., ābe​ļu Ma​lus Mill.,

kau​leņ​ko​ku Pru​nus L., bum​bie​ru Pyrus L., ze​me​ņu Fra​ga​ria L. ģin​šu au​giem 

un to hib​rī​diem, kas pa​re​dzē​ti

 stā​dī​ša​nai, iz​ņe​mot sēk​las

31. Ma​te​riā​lam veic at​bil​sto​šas te​ra​pi​jas pro​ce​dū​ras sa​ska​ņā ar FAO/IP​GRI vad​lī​ni​jām.

32. Pēc šo no​tei​ku​mu 31.pun​ktā mi​nē​to pro​ce​dū​ru veik​ša​nas ma​te​riā​lam veic in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras. Vi​su ma​te​riā​lu, ie​skai​tot in​di​ka​to​rau​gus, tur šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā mi​nē​ta​jos ap​stāk​ļos. Ma​te​riā​lu, ku​ru pa​re​dzēts at​brī​vot no šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​ta​jiem fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem, uz​tur ap​stāk​ļos, kas vei​ci​na in​fek​ci​jas vai in​vā​zi​jas pa​zīm​ju pa​rā​dī​ša​nos. No​vē​ro​ju​mus veic pēc ma​te​riā​la sa​ņem​ša​nas un vi​sā in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ru lai​kā. 

33. Lai ma​te​riā​lā at​klā​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus, veic šā​das in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras:

33.1. ze​me​ņu Fra​ga​ria L. ģints au​giem tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus (t.sk. Fra​ga​ria ves​ca, F. vir​gi​nia​na un Che​no​po​dium spp.), lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

33.1.1. Ara​bis mo​saic vi​rus;
33.1.2. Ras​pberry ring​spot vi​rus;
33.1.3. Straw​berry crink​le vi​rus;
33.1.4. Straw​berry la​tent ‘C’ vi​rus;
33.1.5. Straw​berry la​tent ring​spot vi​rus;
33.1.6. Straw​berry mild yel​low ed​ge vi​rus;
33.1.7. Straw​berry vein ban​ding vi​rus;
33.1.8. Straw​berry wit​ches’ broom mycop​lasm;
33.1.9. To​ma​to black ring vi​rus;
33.1.10. To​ma​to ring​spot vi​rus;
33.1.11. Col​le​tot​ric​hum acu​ta​tum Sim​monds, ie​de​gas;
33.1.12. Phytophthora fra​ga​riae Hic​kman var fra​ga​riae Wil​cox & Dun​can, ze​me​ņu sa​kņu pu​ve;
33.1.13. Xan​tho​mo​nas fra​ga​riae Ken​ne​dy & King, ze​me​ņu bak​te​rio​ze;
33.2. ābe​ļu Ma​lus Mill. ģints au​giem:

33.2.1. ja ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts nav brī​va no at​tie​cī​giem kai​tī​ga​jiem or​ga​nis​miem, tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus, lai at​klā​tu šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

33.2.1.1. Ap​ple pro​li​fe​ra​tion mycop​lasm;
33.2.1.2. Cherry rasp leaf vi​rus (Ame​ri​kas);
33.2.2. ne​at​ka​rī​gi no ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus, lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

33.2.2.1. To​bac​co ring​spot vi​rus;
33.2.2.2. To​ma​to ring​spot vi​rus;
33.2.2.3. Er​wi​nia am​ylo​vo​ra (Burr.) Winsl. et al, bak​te​riā​lās ie​de​gas;
33.3. kau​le​ņau​gu Pru​nus L. ģints au​giem:

33.3.1. ja ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts nav brī​va no at​tie​cī​giem kai​tī​ga​jiem or​ga​nis​miem, tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​tor​au​gus, lai at​klā​tu šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

33.3.2. Ap​ri​cot chlo​ro​tic leaf​roll mycop​lasm;
33.3.3. Cherry rasp leaf vi​rus (Ame​ri​kas);
33.3.4. Pseu​do​mo​nas syrin​gae pv. per​si​cae (Pru​nier et al) Young et al;
33.4. ne​at​ka​rī​gi no ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus, lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

33.4.1. Litt​le cherry pat​ho​gen (iz​olā​ti, kas nav Ei​ro​pas iz​olā​ti);

33.4.2. Peach mo​saic vi​rus (Ame​ri​kas);

33.4.3. Peach phony ric​ket​tsia;

33.4.4. Peach ro​set​te mo​saic vi​rus;

33.4.5. Peach ro​set​te mycop​lasm;

33.4.6. Peach X-di​sea​se mycop​lasm;

33.4.7. Peach yel​lows mycop​lasm;

33.4.8. Plum li​ne pat​tern vi​rus (Ame​ri​kas);

33.4.9. Plum pox vi​rus, plūm​ju vi​rā​lās ba​kas (šar​ka);

33.4.10. To​ma​to ring​spot vi​rus;

33.4.11. Xan​tho​mo​nas cam​pes​tris pv. pru​ni (Smith) Dye, bak​te​rio​ze;

33.5. bum​bie​ru Pyrus L., ci​do​ni​ju Cydo​nia Mill. un krūm​ci​do​ni​ju Chae​no​me​les. Ldl. ģints au​giem ne​at​ka​rī​gi no ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus, lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

33.5.1. Er​wi​nia am​ylo​vo​ra (Burr.) Winsl. et al, bak​te​riā​lās ie​de​gas;
33.5.2. Pear dec​li​ne mycop​lasm.

34. Ja ma​te​riā​lam, ko pār​bau​da vi​zuā​li sa​ska​ņā ar šo no​tei​ku​mu 32.pun​ktu, kon​sta​tē​tas kai​tī​go or​ga​nis​mu in​fek​ci​jas vai in​vā​zi​jas pa​zī​mes, veic pē​tī​ju​mus, ie​skai​tot tes​tē​ša​nu, lai iden​ti​fi​cē​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus.

3.3. Fi​to​sa​ni​tā​rie pa​sā​ku​mi vīn​ko​ku Vi​tis L. ģints au​giem, iz​ņe​mot augļ​us

35. Ma​te​riā​lam veic at​bil​sto​šas te​ra​pi​jas pro​ce​dū​ras sa​ska​ņā ar FAO/IP​GRI vad​lī​ni​jām.

36. Pēc šo no​tei​ku​mu 35.pun​ktā mi​nē​to pro​ce​dū​ru veik​ša​nas ma​te​riā​lam veic in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras. Vi​su ma​te​riā​lu, ie​skai​tot in​di​ka​to​rau​gus, tur šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā mi​nē​ta​jos ap​stāk​ļos. Ma​te​riā​lu, ku​ru pa​re​dzēts at​brī​vot no šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​ta​jiem fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem, uz​tur ap​stāk​ļos, kas no​dro​ši​na au​gu ve​ģe​tā​ci​ju. Vi​zuā​li no​vē​ro, vai ne​pa​rā​dās kai​tī​go or​ga​nis​mu, t.sk. Dak​tu​los​phai​ra vi​ti​fo​liae (Fitch), in​fek​ci​jas pa​zī​mes. No​vē​ro​ju​mus veic pēc ma​te​riā​la sa​ņem​ša​nas un vi​sā in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ru lai​kā. 

37. Lai ma​te​riā​lā at​klā​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus, veic šā​das in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras:

37.1. ja ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts nav brī​va no at​tie​cī​giem kai​tī​ga​jiem or​ga​nis​miem, tes​tē​ša​nai iz​man​to at​bil​sto​šas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus, lai at​klā​tu šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

37.1.1. Aji​nas​hi​ka sli​mī​bas tes​tē​ša​nai iz​man​to pie​mē​ro​tu la​bo​ra​to​ri​jas me​to​di. Ja re​zul​tāts ir ne​ga​tīvs, iz​man​to in​di​ka​to​rau​gus (pie​mē​ram, šķir​ne ‘Kos​hu’) un no​vē​ro vis​maz di​vus ve​ģe​tā​ci​jas cik​lus;

37.1.2. vī​no​gu pun​du​rī​bas vī​ru​sa Gra​pe​vi​ne stunt vi​rus tes​tē​ša​nai iz​man​to pie​mē​ro​tus in​di​ka​to​rau​gus (pie​mē​ram, šķir​ne ‘Cam​pbell Early’) un no​vē​ro vie​nu ga​du;

37.1.3. va​sa​ras lā​su​mai​nī​bas Sum​mer mott​le tes​tē​ša​nai iz​man​to pie​mē​ro​tus in​di​ka​to​rau​gus (pie​mē​ram, šķir​nes ‘Si​de​ri​tis’, ‘Ca​ber​net-Franc’, ‘Mis​sion’);

37.2. ne​at​ka​rī​gi no ma​te​riā​la iz​cel​smes valsts tes​tē​ša​nai iz​man​to pie​mē​ro​tas la​bo​ra​to​ri​jas me​to​des un in​di​ka​to​rau​gus, lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

37.2.1. Blue​berry leaf mott​le vi​rus;
37.2.2. Gra​pe​vi​ne Fla​ves​cen​ce do​ree MLO un ci​tus vī​no​gu dzel​tē​ša​nas ie​ro​si​nā​tā​jus;
37.2.3. Peach ro​set​te mo​saic vi​rus;
37.2.4. To​bac​co ring​spot vi​rus;
37.2.5. To​ma​to ring​spot vi​rus (‘yel​low vein’ un ci​tas ra​ses);
37.2.6. Xylel​la fas​ti​dio​sa (Well & Ra​ju);
37.2.7. Xylop​hi​lus am​pe​li​nus (Pa​na​go​pou​los) Wil​lems et al.

38. Ja ma​te​riā​lam, ko pār​bau​da vi​zuā​li sa​ska​ņā ar šo no​tei​ku​mu 36.pun​ktu, kon​sta​tē​tas kai​tī​go or​ga​nis​mu in​fek​ci​jas vai in​vā​zi​jas pa​zī​mes, veic pē​tī​ju​mus, ie​skai​tot tes​tē​ša​nu, lai iden​ti​fi​cē​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus.

3.4. Fi​to​sa​ni​tā​rie pa​sā​ku​mi stā​dī​ša​nai pa​re​dzē​tiem So​la​num L. 

ģints su​gu au​giem vai to hib​rī​diem, 

kas vei​do sto​lo​nus vai bum​bu​ļus 

39. Ma​te​riā​lam veic at​bil​sto​šas te​ra​pi​jas pro​ce​dū​ras sa​ska​ņā ar FAO/IP​GRI vad​lī​ni​jām.

40. Pēc šo no​tei​ku​mu 39.pun​ktā mi​nē​to pro​ce​dū​ru veik​ša​nas ma​te​riā​lam veic in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras. Vi​su ma​te​riā​lu, ie​skai​tot in​di​ka​to​rau​gus, tur šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā mi​nē​ta​jos ap​stāk​ļos. Ma​te​riā​lu, ku​ru pa​re​dzēts at​brī​vot no šo no​tei​ku​mu 5.pun​ktā no​teik​ta​jiem fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem, uz​tur ap​stāk​ļos, kas no​dro​ši​na au​gu ve​ģe​tā​ci​ju. Vi​zuā​li no​vē​ro, vai ne​pa​rā​dās kai​tī​go or​ga​nis​mu un po​ta​to yel​low vein sli​mī​bas in​fek​ci​jas pa​zī​mes. No​vē​ro​ju​mus veic pēc ma​te​riā​la sa​ņem​ša​nas un vi​sā in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ru lai​kā. 

41. Ma​te​riā​lam veic in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras, lai at​klā​tu vis​maz šā​dus kai​tī​gos or​ga​nis​mus:

41.1. bak​tē​ri​jas:

41.1.1. Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis (Smith) Da​vis et al ssp. se​pe​do​ni​cus (Spiec​ker​mann et Kot​thoff) Da​vis et al;
41.1.2. Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum (Smith) Smith;

41.2. vī​ru​sus un vī​rus​vei​dī​gos:

41.2.1. An​dean po​ta​to la​tent vi​rus;

41.2.2. Po​ta​to black ring​spot vi​rus;

41.2.3. Po​ta​to spind​le tu​ber vi​roid;

41.2.4. Po​ta​to yel​lo​wing al​fa​mo​vi​rus;

41.2.5. Po​ta​to vi​rus T;

41.2.6. An​dean po​ta​to mott​le vi​rus;

41.2.7. Com​mon po​ta​to vī​ru​sus A, M, S, V, X un Y (ie​skai​tot Yo, Yn un Yc) un kar​tu​pe​ļu la​pu rul​lē​ša​nās vī​ru​su. Kar​tu​pe​ļu sēk​lām veic in​dek​sā​ci​jas pro​ce​dū​ras, lai no​teik​tu šo no​tei​ku​mu 41.1.1. un 41.2.5.apakš​pun​ktā mi​nē​tos vī​ru​sus un vī​rus​vei​dī​gos or​ga​nis​mus.

42. Ja ma​te​riā​lam kon​sta​tē kai​tī​go or​ga​nis​mu in​fek​ci​jas vai in​vā​zi​jas pa​zī​mes, veic pē​tī​ju​mus, ie​skai​tot tes​tē​ša​nu, lai iden​ti​fi​cē​tu kai​tī​gos or​ga​nis​mus.

43. Šo no​tei​ku​mu 42.pun​ktā mi​nē​ta​jā ga​dī​ju​mā iz​man​to šā​das me​to​des:

43.1. lai no​teik​tu bak​tē​ri​jas:

43.1.1. tes​tē kat​ru bum​bu​li. Stan​dar​ta pa​rau​ga lie​lums ir 200 bum​bu​ļu. Pro​ce​dū​ru var pie​mē​rot arī pa​rau​giem, ku​ros ir ma​zāk ne​kā 200 bum​bu​ļu. Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis (Smith) Da​vis et al ssp. Se​pe​do​ni​cus (Spiec​ker​mann et Kot​thoff) Da​vis et al no​teik​ša​nai lie​to šo no​tei​ku​mu 3.pie​li​ku​mā mi​nē​to me​to​di;

43.1.2. jau​niem au​giem un sprau​de​ņiem, ie​skai​tot mik​ro​au​gus, tes​tē stub​lā​ja ze​mā​ko da​ļu vai sa​knes kat​ram stā​dā​mā ma​te​riā​la au​gam. Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum (Smith) Smith no​teik​ša​nai lie​to šo no​tei​ku​mu 4.pie​li​ku​mā mi​nē​to me​to​di;

43.1.3. pēc šo no​tei​ku​mu 43.1.1. un 43.1.2.apakš​pun​ktā mi​nē​tās tes​tē​ša​nas kar​tu​pe​ļu bum​bu​ļu pēc​nā​cē​ju un bum​bu​ļus ne​vei​do​jo​šo su​gu tes​tē​ša​nu veic vie​na nor​mā​la ve​ģe​ta​tī​vās augš​anas cik​la lai​kā;

43.2. lai no​teik​tu vī​ru​sus un vī​rus​vei​dī​gos or​ga​nis​mus, iz​ņe​mot po​ta​to spind​le tu​ber vi​roid:

43.2.1. ve​ģe​ta​tī​va​jam ma​te​riā​lam (bum​bu​ļi, jau​nie au​gi un sprau​de​ņi, ie​skai​tot mik​ro​au​gus) veic vis​maz se​ro​lo​ģis​ko tes​tu au​gu zie​dē​ša​nas lai​kā (vai tu​vu zie​dē​ša​nas lai​kam) kat​ram kai​tī​ga​jam or​ga​nis​mam, iz​ņe​mot po​ta​to spind​le tu​ber vi​roid. Ja se​ro​lo​ģis​kā tes​ta re​zul​tāts ir ne​ga​tīvs, veic bio​lo​ģis​ko tes​tu. Lai no​teik​tu kar​tu​pe​ļu la​pu rul​lē​ša​nās vī​ru​su, veic di​vus se​ro​lo​ģis​kos tes​tus;

43.2.2. sēk​lām veic vis​maz se​ro​lo​ģis​ko tes​tu vai, ja se​ro​lo​ģis​ko tes​tu nav ie​spē​jams veikt, — bio​lo​ģis​ko tes​tu. Ne​ga​tī​vo pa​rau​gu pār​tes​tē​ša​nai un ro​bež​lī​ni​ju re​zul​tā​tu tes​tē​ša​nai ie​tei​cams lie​tot ci​tu tes​tē​ša​nas me​to​di;

43.2.3. šo no​tei​ku​mu 43.2.1. un 43.2.2.apakš​pun​ktā mi​nē​to se​ro​lo​ģis​ko un bio​lo​ģis​ko tes​tē​ša​nu veic sil​tum​nī​cā au​dzē​tiem au​giem. Pa​rau​gus ņem vis​maz di​vās vie​tās no kat​ra stub​lā​ja, ie​skai​tot jau​nās piln​īgi at​tīs​tī​ju​šās la​pas kat​ra stub​lā​ja ga​lā un ve​cā​kas la​pas no stub​lā​ja vi​dus​da​ļas. Se​ro​lo​ģis​ka​jam tes​tam ņem la​pas no at​se​viš​ķiem au​giem, lai to dau​dzums no kat​ra stub​lā​ja bū​tu pie​tie​kams pa​rau​ga iz​vei​do​ša​nai no kat​ra au​ga. Bio​lo​ģis​ka​jam tes​tam iz​man​to mak​si​mā​li pie​cus au​gus, ņe​mot vē​rā in​di​ka​to​ru aco​ša​nu. Bio​lo​ģis​ka​jā tes​tē​ša​nā iz​man​to in​di​ka​to​rau​gus, kas no​teik​ti Ei​ro​pas un Vi​dus​jū​ras au​gu aiz​sar​dzī​bas or​ga​ni​zā​ci​jas sa​rak​stos, vai in​di​ka​to​rau​gus, kas at​zī​ti vī​ru​su no​teik​ša​nai;

43.2.4. ma​te​riā​lu var tes​tēt pēc vi​zuā​las in​dek​sā​ci​jas re​zul​tā​tiem, lai at​brī​vo​tu no fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem. Bum​bu​ļus ne​var at​brī​vot no fi​to​sa​ni​tā​ra​jiem pa​sā​ku​miem, jo in​fek​ci​ja var būt ne​sis​te​mā​tis​ka;

43.3. lai no​teik​tu po​ta​to spind​le tu​ber vi​roid:

43.3.1. vi​sus sil​tum​nī​cā au​dzē​tos au​gus tes​tē pirms zie​dē​ša​nas un zied​pu​tek​šņu vei​do​ša​nās, tik​līdz tie la​bi at​tīs​tī​ju​šies. Kar​tu​pe​ļu as​nu vai sī​ko stā​du tes​tē​ša​na ir sa​ga​ta​vo​ša​nās tes​tē​ša​nai;

43.3.2. pa​rau​gus ņem no at​tīs​tī​tām la​pām kat​ra au​ga stub​lā​ja ga​lot​nē;

43.3.3. vi​su tes​tē​ša​nai pa​re​dzē​to ma​te​riā​lu au​dzē tem​pe​ra​tū​rā, kas nav ze​mā​ka par 20 °C, un vis​maz ar 16 stun​du foto​pe​rio​du;

43.3.4.  tes​tē​ša​nā iz​man​to radio​ak​tī​vi vai ne​radio​ak​tī​vi mar​ķē​tas komp​le​men​tā​rās de​zok​si​ri​bo​nuk​leīn​skā​bes (DNS) vai ri​bo​nuk​leīn​skā​bes (RNS) zon​des, ap​griez​tā lau​ka po​liak​ri​la​mī​da ge​la elek​tro​fo​rē​zi un re​ver​sās transkripcijas po​li​me​rā​zes ķē​des reak​ci​ju;

43.3.5. pa​rau​gu lie​lu​mu var pa​lie​li​nāt.

In​for​ma​tī​va at​sau​ce 

uz Ei​ro​pas Sa​vie​nī​bas di​rek​tī​vām

No​tei​ku​mos ie​kļau​tas tie​sī​bu nor​mas, kas iz​riet no:

1) Ko​mi​si​jas 1995.ga​da 26.jū​li​ja Di​rek​tī​vas 95/44/EK, ar ko ie​vieš no​sa​cī​ju​mus, ku​rus ie​vē​ro​jot da​žus kai​tī​gos or​ga​nis​mus, au​gus, au​gu pro​duk​tus un ci​tus Pa​do​mes Di​rek​tī​vas 77/93/EEK I līdz V pie​li​ku​mā uz​skai​tī​tos priekšmetus drīkst ie​vest vai pār​vie​tot Ko​pie​nā vai da​žās tās aiz​sarg​āja​mās zo​nās iz​mē​ģi​nā​ju​miem vai zi​nāt​nis​ka​jiem mēr​ķiem un šķir​ņu se​lek​ci​jas va​ja​dzī​bām; 

2) Pa​do​mes 1993.ga​da 4.ok​tob​ra Di​rek​tī​vas 93/85/EEK par kar​tu​pe​ļu gai​šās gre​dzen​pu​ves kon​tro​li; 

3) Pa​do​mes 1999.ga​da 20.jū​li​ja Di​rek​tī​vas 98/57/EK par Ral​sto​nia So​la​na​cea​rum (Smith) Ya​buuc​hi et al ap​ka​ro​ša​nu. 

Mi​nis​tru pre​zi​dents I.Emsis 
Zem​ko​pī​bas mi​nistrs M.Roze
Redakcijas piebilde: noteikumi stājas spēkā ar 2004.gada 2.oktobri.
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Zem​ko​pī​bas mi​nistrs M.Roze

3.pie​li​kums

Mi​nis​tru ka​bi​ne​ta

2004.ga​da 28.sep​tem​bra no​tei​ku​miem Nr.821

Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus at​klā​ša​na un iden​ti​fi​cē​ša​na kar​tu​pe​ļu bum​bu​ļu pa​rau​gos
I. Ana​li​zē​ja​mais pa​raugs

1. Tes​tē​ja​mā pa​rau​ga stan​dar​ta lie​lums ir 200 bum​bu​ļi. Var tes​tēt arī ma​zā​ka ap​jo​ma pa​rau​gus.

2. Pa​rau​gu sa​ga​ta​vo​ša​na tes​tē​ša​nai:

2.1. kar​tu​pe​ļu bum​bu​ļus pār​skai​ta, no​maz​gā un ļauj tiem ap​žūt;

2.2. ar de​zin​fi​cē​tu skal​pe​li no​ņem kar​tu​pe​lim mi​zu sto​lo​na pie​stip​ri​nā​ša​nas vie​tā un iz​griež 3–5 mm lie​lus va​dau​du ga​ba​li​ņus;

2.3. va​dau​du ga​ba​li​ņus ie​vie​to vien​reiz lie​to​ja​mā trau​kā un pār​lej ar 40–50 ml ma​ce​rā​ci​jas bu​fer​šķī​du​ma. Ie​tei​cams iz​griez​tos au​dus ap​strā​dāt ne​ka​vē​jo​ties. Ja tū​lī​tē​ja ap​strā​de nav ie​spē​ja​ma, pa​rau​gu uz​gla​bā līdz 72 stun​dām +4 °C līdz +10 °C tem​pe​ra​tū​rā vai līdz 24 stun​dām is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā;

2.4. pa​rau​gu četr​as stun​das in​ku​bē kra​tī​tā​jā ar 50  līdz  100 ap​grie​zie​niem mi​nū​tē;

2.5. ma​ce​rā​tu no​lej un kon​cen​trē bak​tē​ri​jas, cen​tri​fu​gē​jot pa​rau​gu (10000 g) 10 mi​nū​tes +4 °C līdz +10 °C tem​pe​ra​tū​rā;

2.6. no​lej cen​tri​fu​gā​ta šķid​ru​mu, ne​ska​rot no​guls​nes. Ie​gū​tās no​guls​nes šķī​di​na 1,5 ml no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​mā un pa​rau​gu sa​da​la tā​lā​kām ana​lī​zēm:

2.6.1. 1000 Ķl iz​man​to bak​tē​ri​ju Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus un Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum no​teik​ša​nai;

2.6.2. 500 Ķl uz​gla​bā re​fe​ren​ces no​lū​kiem. Pa​rau​ga re​fe​ren​ces da​ļai pie​vie​no 200 Ķl ste​ri​la gli​ce​rī​na, sa​mai​sa un uz​gla​bā -75 °C līdz -85 °C tem​pe​ra​tū​rā;

2.7. tes​tē​ša​nas lai​kā iz​griez​to va​dau​du pa​rau​gu un no​gul​šņu sus​pen​si​ju uz​gla​bā +4 °C līdz +10 °C tem​pe​ra​tū​rā.

II. Imu​no​fluo​res​cen​ces tests

3. Imu​no​fluo​res​cen​ces (turp​māk — IF) tes​tā iz​man​to daudz​lo​dzi​ņu mik​ros​ko​pa priekšmetstikliņus. Uz priekšmetstikliņiem ar zī​mu​li uz​rak​sta CMS un pa​rau​ga iden​ti​fi​kā​ci​jas nu​mu​ru.

4. Sa​ga​ta​vo no​gul​šņu de​ci​mā​lus at​šķai​dī​ju​mus 1/10, 1/100 un 1/1000. Mē​ģe​ni ar no​guls​nēm sa​jauc vor​tek​sā. Ar pi​pe​ti uz​pi​li​na no​gul​šņu un kat​ra at​šķai​dī​ju​ma stan​dar​ta dau​dzumu — 20 ml — lo​dzi​ņu rin​dai (1.at​tēls). At​li​ku​šo rin​du iz​man​to par dub​li​kā​tu vai ot​ra​jam pa​rau​gam.

1.at​tēls


Ne​at​šķai​dīts
1/10
1/100
1/1000

1.pa​raugs
²  1
²  2
²  3
²  4
²  5

1.pa​rau​ga dub​li​kāts 

vai 2.pa​raugs
 ²  6
²   7
²   8
²   9
²   10

5. Sa​ga​ta​vo at​se​viš​ķu po​zi​tī​vās kon​tro​les priekšmetstikliņu (tā​pat kā pa​rau​gu). Ne​ga​tī​vai kon​tro​lei iz​man​to no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​mu. To pi​li​na 5. un 10.priekšmetstikla acī ne​at​šķai​dī​tu. Kat​ram tes​tu komp​lek​tam iz​man​to vie​nu priekšmetstikliņu.

6. Pa​rau​gus žā​vē, līdz priekšmetstikliņi ir sau​si. Priekšmetstikliņus in​ku​bē 10 mi​nū​tes 96% eta​no​lā un ap​de​dzi​na.

7. Sa​ga​ta​vo IF bu​fer​šķī​du​mā anti​vie​las dar​ba at​šķai​dī​ju​mu, kā no​rā​dīts ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā.

8. Pār​klāj tes​ta lo​dzi​ņus ar anti​vie​las at​šķai​dī​ju​mu (lo​dzi​ņiem iz​man​to​ta​jam anti​vie​las daudz​umam jā​būt vie​nā​dam ar iz​man​to​to no​gul​šņu dau​dzumu) un in​ku​bē 30 mi​nū​tes mit​rā ka​me​rā is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā, ja anti​vie​las ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā nav no​rā​dīts ci​tā​di.

9. No​kra​ta no priekšmetstikla anti​vie​las pi​lie​nus un slai​dus uz​ma​nī​gi no​ska​lo ar IF bu​fer​šķī​du​mu. Maz​gā di​vas rei​zes pa pie​cām mi​nū​tēm IF bu​fer​šķī​du​mā. Uz​ma​nī​gi no​su​si​na lie​ko mit​ru​mu.

10. Sa​ga​ta​vo IF bu​fer​šķī​du​mā fluo​res​cī​ni​zo​tio​cia​nā​ta (turp​māk — FITC) kon​ju​gā​ta dar​ba at​šķai​dī​ju​mu, kā no​rā​dīts ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā.

11. Pār​klāj tes​ta lo​dzi​ņus ar FITC kon​ju​gā​ta at​šķai​dī​ju​mu (lo​dzi​ņiem iz​man​to​ta​jam kon​ju​gā​ta at​šķai​dī​ju​ma daudz​umam jā​būt vie​nā​dam ar iz​man​to​to anti​vie​las at​šķai​dī​ju​ma dau​dzumu) un in​ku​bē 30 mi​nū​tes mit​rā ka​me​rā is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā, ja FITC kon​ju​gā​ta ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā nav no​rā​dīts ci​tā​di.

12. No​kra​ta no slai​da kon​ju​gā​ta pi​lie​nus. Ska​lo un maz​gā, kā mi​nē​ts ie​priekš. Uz​ma​nī​gi no​su​si​na lie​ko mit​ru​mu.

13. Ar mik​ro​pi​pe​ti uz kat​ra lo​dzi​ņa uz​pi​li​na 5–10 ml fos​fā​ta un gli​ce​rī​na bu​fer​šķī​du​ma vai lī​dzī​gu mon​tē​jo​šo lī​dzek​li un pār​klāj ar seg​stik​li​ņu.

14. Ap​ska​ta priekšmetstikliņa tes​ta lo​dzi​ņus lu​mi​ne​scen​tā mik​ros​ko​pā ar fil​triem, kas pie​mē​ro​ti FITC, iz​man​to​jot eļ​ļas imer​si​ju ar pa​lie​li​nā​ju​mu 1000 rei​zes. Ap​ska​ta lo​dzi​ņus pa di​viem dia​met​riem tais​nos leņ​ķos un ap​kārt pa pe​ri​met​ru.

15. Vis​pirms pār​bau​da po​zi​tī​vās un ne​ga​tī​vās kon​tro​les priekšmetstikliņu. Po​zi​tī​vās kon​tro​les šū​nām jā​būt spil​gti fluo​res​cē​jo​šām un piln​ībā no​krā​so​tām. Ja krā​so​ša​na nav rak​stu​rī​ga, tes​tu at​kār​to. Ne​ga​tī​vās kon​tro​les lo​dzi​ņos ne​drīkst būt ti​pis​kas fluo​res​cē​jo​šas šū​nas, pre​tē​jā ga​dī​ju​mā tes​tu at​kār​to.

16. Mek​lē priekšmetstikliņa tes​ta lo​dzi​ņos ti​pis​kas fluo​res​cē​jo​šas šū​nas ar rak​stu​rī​gu Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus mor​fo​lo​ģi​ju. Fluo​res​cen​ces in​ten​si​tā​tei jā​būt tā​dai pa​šai kā at​tie​cī​ga at​šķai​dī​ju​ma po​zi​tī​vai kon​tro​lei. Šū​nas ar ne​pilnu krā​so​ju​mu vai ar vā​ju fluo​res​cen​ci ig​no​rē. Ja šā​du šū​nu ir daudz, pa​ma​to​jas uz IF tes​ta re​zul​tā​tu skaid​ro​ju​mu.

17. IF tes​ta re​zul​tā​tu in​ter​pre​tā​ci​ja: 

17.1. ja spil​gtās fluo​res​cē​jo​šās šū​nas ar rak​stu​rī​gu mor​fo​lo​ģi​ju ne​tiek at​ras​tas, IF tests ir ne​ga​tīvs;

17.2. ja spil​gtās fluo​res​cē​jo​šās šū​nas ar rak​stu​rī​gu mor​fo​lo​ģi​ju tiek at​ras​tas, no​sa​ka vi​dē​jo šū​nu skai​tu ob​jek​tī​va re​dzes lau​ku​mā un ap​rē​ķi​na šū​nu skai​tu (N) at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā. Par ro​be​žu IF tes​tam tiek uz​ska​tī​ta ap​tu​ve​ni 103 šū​nu po​pu​lā​ci​ja at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā:

17.2.1. pa​rau​giem, ku​ros N lie​lāks par 103 šū​nu at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā, IF tests tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

17.2.2. pa​rau​giem, ku​ros N ma​zāks par 103 šū​nu at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā, IF tests tiek uz​ska​tīts par ie​spē​ja​mi po​zi​tī​vu;

17.3. ja ir re​dzams liels skaits (> 105 šū​nas mi​li​lit​rā) ne​piln​īgi vai vā​ji fluo​res​cē​jo​šu šū​nu, IF tests tiek uz​ska​tīts par ie​spē​ja​mi po​zi​tī​vu.

III. PCR tests

18. Bak​tē​ri​jas DNS iz​da​lī​ša​na:

18.1. ie​nes 220 Ķl li​zē​ša​nas bu​fe​ra mik​ro​mē​ģe​nē;

18.2. pie​vie​no 100 Ķl pa​rau​gu eks​trak​ta;

18.3. pa​rau​gu in​ku​bē 95 °C tem​pe​ra​tū​rā 10 min;

18.4. tur​pi​na pa​rau​ga in​ku​bē​ša​nu uz le​dus 5 min;

18.5. pie​vie​no 80 Ķl li​zo​zī​ma kon​cen​trā​ta;

18.6. in​ku​bē pa​rau​gu 37 °C 30 min;

18.7. pie​vie​no 220 Ķl EasyDNA šķī​du​ma A, in​ver​tē pa​rau​gu;

18.8. in​ku​bē 65 °C 30 min;

18.9. pie​vie​no 100 Ķl EasyDNA šķī​du​ma B, in​ver​tē pa​rau​gu, līdz vei​do​jas vis​kozs šķī​dums;

18.10. pie​vie​no 500 Ķl hlo​ro​for​ma un la​bi sa​kra​ta;

18.11. cen​tri​fu​gē pa​rau​gu (15000 g) 20 min +4 °C tem​pe​ra​tū​rā;

18.12. vir​sē​jo fā​zi pār​nes jau​nā mik​ro​mē​ģe​nē;

18.13. pie​vie​no 1 ml at​dze​sē​ta (–20 °C) 96% eta​no​la;

18.14. cen​tri​fu​gē pa​rau​gu (15000 g) 20 min +4 °C tem​pe​ra​tū​rā;

18.15. no​lej šķid​ro fā​zi;

18.16. pie​vie​no 500 Ķl at​dze​sē​ta (-–20 °C) 80% eta​no​la;

18.17. cen​tri​fu​gē pa​rau​gu (15000 g) 20 min +4 °C tem​pe​ra​tū​rā;

18.18. no​lej šķid​ro fā​zi;

18.19. žā​vē no​guls​nes is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā;

18.20. no​guls​nes šķī​di​na 100 Ķl ste​ri​la des​ti​lē​ta ūdens;

18.21. in​ku​bē pa​rau​gu is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā 20 min;

18.22. pār​vie​to pa​rau​gu –20 °C tem​pe​ra​tū​rā turp​mākai uz​gla​bā​ša​nai.

19. PCR tes​ta no​ri​se:

19.1. sa​ga​ta​vo PCR reak​ci​jas mai​sī​ju​mu;

19.2. PCR reak​ci​jas mē​ģe​nē ie​nes 20 ml reak​ci​jas mai​sī​ju​ma;

19.3. kat​rā mē​ģe​nē ie​nes 5 Ķl ana​li​zē​ja​mā pa​rau​ga. Kat​ru pa​rau​gu ana​li​zē at​kār​to​ti;

19.4. pa​rau​gus ie​vie​to ter​mop​ro​ce​so​rā.

20. PCR pro​duk​tu sa​da​lī​ša​na aga​ro​zes ge​lā:

20.1. pa​ga​ta​vo aga​ro​zes mai​sī​ju​mu un uz​lej ge​lu;

20.2. ge​lam uz​nes 12 Ķl PCR pro​duk​ta;

20.3. ma​lē​jās ge​la bed​rī​tēs ie​nes 3 Ķl 100 bā​zu pā​ru (turp​māk — bp) DNS mar​ķie​ra;

20.4. sa​da​la PCR pro​duk​tus elek​tris​ka​jā lau​kā ar strā​vas stip​ru​mu 65 mA un sprie​gu​mu 130 V 60–80 min;

20.5. pār​nes ge​lu etī​di​ja bro​mī​da šķī​du​mā un krā​so 30 min;

20.6. no​vie​to ge​lu uz tran​si​lu​mi​na​to​ra un ap​lū​ko PCR pro​duk​tus UV gais​mā.

21. PCR tes​tā ie​gū​to da​tu in​ter​pre​tā​ci​ja:

21.1. ja ne​ga​tī​vās kon​tro​les bed​rī​tē ne​de​tek​tē at​bil​sto​ša bp ga​ru​ma PCR am​pli​ko​nus, PCR tes​tu uz​ska​ta par ne​ga​tī​vu;

21.2. ja bed​rī​tē iden​ti​fi​cē frag​men​tu ga​ru​mus at​bil​sto​ši po​zi​tī​vās kon​tro​les sig​nā​lam, pa​rau​gu uz​ska​ta par po​zi​tī​vu.

IV. Bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes 

(bak​la​žā​na) tests un iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​ti

22. Bak​la​žā​nus au​dzē sil​tum​nī​cā +21 °C līdz +24 °C tem​pe​ra​tū​rā die​nā, bet nak​tī — ne ze​mā​kā par +15 °C. Bak​la​žā​niem no​dro​ši​na pie​tie​ka​mu ap​gais​mo​ju​mu (ap​tu​ve​ni 14 stun​das). Tem​pe​ra​tū​ra ne​drīkst būt augs​tāka par +30 °C. Po​tē​ša​nai ņem bak​la​žā​nus tre​šās la​pas at​tīs​tī​bas sta​di​jā. Sva​rī​gi in​fi​cēt pēc ie​spē​jas jau​nā​kus au​gus, kas ir uz​ņē​mī​gā​ki pret ne​lie​lu in​fek​ci​ju ne​kā ve​cā​ki in​di​ka​to​rau​gi.

23. Vie​nam pa​rau​gam ņem 35 au​gus (25 au​gus, pie​cus au​gus po​zi​tī​vai kon​tro​lei un pie​cus au​gus ne​ga​tī​vai kon​tro​lei). Uz po​di​ņa ar bak​la​žā​na stā​du uz​rak​sta pa​rau​ga iden​ti​fi​kā​ci​jas nu​mu​ru un no​rā​da, vai tas ir po​zi​tī​vās kon​tro​les augs vai ne​ga​tī​vās kon​tro​les augs. 

24. Po​tē​ša​nu sāk ar ne​ga​tī​vās kon​tro​les au​gu, tad — pa​rau​gu un bei​gās — po​zi​tī​vās kon​tro​les au​gu.

25. Po​tē uz stub​lā​ja starp dīgļ​la​pām un pir​mo la​pu. Die​nu pirms po​tē​ša​nas vē​lams au​gus ne​ap​lais​tīt. Stub​lā​ju ie​skrā​pē 0,5–1,0 cm ga​ru​mā un trīs ceturt​da​ļu dziļ​umā. Ar šļir​ci vai pi​pe​ti ie​pi​li​na pa​rau​gu stub​lā​jā un aiz​li​pi​na ar pa​ra​fil​mu, lai ne​iz​žūst. Tā​pat rī​ko​jas arī ar kon​tro​les au​giem.

26. Po​zi​tī​vās un ne​ga​tī​vās kon​tro​les au​gus no​liek at​se​viš​ķi no pa​rau​ga.

27. Pēc ne​dē​ļas sāk re​gu​lā​ru sim​pto​mu no​vē​ro​ša​nu. Ja ir la​pu vī​ša​na, uz vī​tu​ša​jiem au​diem sā​ku​mā var pa​rā​dī​ties tum​ši za​ļi, lā​su​mai​ni plan​ku​mi mo​zaī​kas vei​dā, kas pa​lē​nām kļūst blā​vā​ki, līdz sa​sniedz ne​kro​tis​ku sta​di​ju. Ne​kro​tis​kie au​di vei​do stip​ri iz​teik​tu dzel​te​nu la​pas ma​lu, kas pa​ma​zām pā​riet pa vi​su bak​la​žā​na la​pu. In​fi​cē​tie in​di​ka​to​rau​gi, kas uz​rā​da Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus rak​stu​rī​gās pa​zī​mes, piln​ībā var ne​aiz​iet bo​jā. Au​gi spēj re​ģe​ne​rē​ties pēc in​fek​ci​jas, vei​do​jot sā​nu dzi​nu​mus un jau​nas at​va​ses.

28. Iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​tu no​ri​se:

28.1. tā​lā​kai tes​tē​ša​nai ņem la​pas ar sim​pto​miem vai stub​lā​ju virs in​fi​cē​tās vie​tas, de​zin​fi​cē ar 70% eta​no​lu, sa​griež ma​zos ga​ba​li​ņos, pār​lej ar ste​ri​lu ūde​ni, at​stāj uz 15 mi​nū​tēm, tad ar eks​trak​tu veic IF un PCR tes​tus;

28.2. ja pēc četr​ām ne​dē​ļām au​giem sim​pto​mi nav no​vē​ro​ja​mi, veic IF un PCR tes​tus. Ņem 1 cm lie​las stub​lā​ja da​ļas (virs in​fi​cē​tās vie​tas) no vi​siem au​giem, de​zin​fi​cē ar 70% eta​no​lu, sa​griež ma​zos ga​ba​li​ņos, pār​lej ar ste​ri​lu ūde​ni un at​stāj uz 15 mi​nū​tēm, tad ar eks​trak​tu veic IF un PCR tes​tus;

28.3. ja ne​pie​cie​ša​ma pa​pil​du pa​to​gē​na at​kār​to​ta iz​da​lī​ša​na no bak​la​žā​na, tes​tē​ša​nai ņem la​pas ar sim​pto​miem vai stub​lā​ju virs in​fi​cē​tās vie​tas, de​zin​fi​cē ar 70% eta​no​lu, sa​griež ma​zos ga​ba​li​ņos, pār​lej ar ste​ri​lu ūde​ni un at​stāj uz 15 mi​nū​tēm, uz​sēj uz rau​ga pep​to​na gli​ko​zes aga​ra YPGA, in​ku​bē +21 °C līdz +25 °C tem​pe​ra​tū​rā. Ko​lo​ni​jas no​vē​ro kat​ru die​nu, tās aug ļo​ti lē​ni (līdz 10 die​nām), ir krē​ma krā​sā, sī​kas, ku​pol​vei​da. Iz​au​gu​šās ko​lo​ni​jas pār​sēj un ar tīr​kul​tū​ru (at​šķai​dot ko​lo​ni​ju ar 1 ml no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​ma, ko​lo​ni​ju ņe​mot ar 1 ml cil​pu) veic IF tes​tu. (IF tes​tam no​gul​šņu vie​tā ņem eks​trak​tu no ko​lo​ni​jām.)

29. Veic arī šā​dus tes​tus:

29.1. krā​so​ša​na pēc Gra​ma (Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis bsp. se​pe​do​ni​cus +);

29.2. ok​si​dā​zes tests (Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus –).

30. Bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes (bak​la​žā​na) tes​ta un iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​tu re​zul​tā​tu in​ter​pre​tā​ci​ja:

30.1. ja bak​la​žā​na tests pa​rau​gam ir ne​ga​tīvs (nav sim​pto​mu), bet po​zi​tī​vā kon​tro​le ir po​zi​tī​va, ne​ga​tī​vā kon​tro​le ir ne​ga​tī​va un IF un PCR tes​ti ir ne​ga​tī​vi, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par ne​ga​tī​vu;

30.2. ja bak​la​žā​na tests pa​rau​gam ir ne​ga​tīvs (nav sim​pto​mu), bet po​zi​tī​vā kon​tro​le ir po​zi​tī​va, ne​ga​tī​vā kon​tro​le ir ne​ga​tī​va un IF un PCR tes​ti ir po​zi​tī​vi, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

30.3. ja bak​la​žā​na tests pa​rau​gam ir po​zi​tīvs (ir sim​pto​mi), po​zi​tī​vā kon​tro​le ir po​zi​tī​va, bet ne​ga​tī​vā kon​tro​le ir ne​ga​tī​va un IF un PCR tes​ti ir po​zi​tī​vi, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

30.4. ja ap​stip​ri​no​šo tes​tu (IF, PCR) re​zul​tā​ti ne​sa​krīt, veic pa​to​gē​na at​kār​to​tu iz​da​lī​ša​nu no bak​la​žā​na;

30.5. ja ir ti​pis​kas Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus ko​lo​ni​jas un IF tests ir po​zi​tīvs, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

30.6. ja nav ti​pis​ku Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus ko​lo​ni​ju un IF tests ir ne​ga​tīvs, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par ne​ga​tī​vu.

31. Pēc skrī​nin​ga tes​tiem — IF tes​ta un PCR tes​ta — no​rā​da, vai kon​sta​tēts Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus. Ja Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus ir kon​sta​tēts, rak​sta pie​bil​di “tes​tē​ša​na tiek tur​pi​nā​ta, iz​man​to​jot bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes (bak​la​žā​na) tes​tu un iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​tus” un ga​lī​go at​zi​nu​mu par pa​rau​gu dod pēc šo tes​tu re​zul​tā​tu ie​gū​ša​nas.

V. Iz​man​to​tie šķī​du​mi

32. Ma​ce​rā​ci​jas bu​fer​šķī​dums:

32.1.  0,05 M fos​fā​ta (PBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,0;

32.2.  Na2HPO4
4,26 g;

32.3.  KH2PO4
2,72 g;

32.4.  des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

32.5. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH; 

32.6. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes.

33. No​gul​šņu bu​fer​šķī​dums:

33.1.  0,01 M fos​fā​ta (PBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,2;

33.2.  Na2HPO4Š12H2O
2,7 g;

33.3.  Na2HPO4Š2H2O
0,4 g;

33.4.  des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

33.5. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH;

33.6. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes.

34. IF-bu​fer​šķī​dums:

34.1.  0,01 M fos​fā​ta (PBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,2;

34.2.  Na2HPO4Š12H2O
2,7 g;

34.3.  Na2HPO4Š2H2O
0,4 g;

34.4.  NaCl
8,0 g;

34.5.  des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

34.6. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH;

34.7. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes. 

35. Fos​fā​ta gli​ce​rī​na bu​fer​šķī​dums:

35.1.  0,1 M fos​fā​ta gli​ce​rī​na (PGBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,6;

35.2.  Na2HPO4Š12H2O
3,2 g;

35.3.  NaH2PO4Š2H2O
0,15 g;

35.4.  gli​ce​rīns
              50 ml;

35.5.  des​ti​lēts ūdens
100 ml;

35.6. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH;

35.7. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes. 

36. Li​zē​ša​nas bu​fer​šķī​dums:

36.1.  100 mM NaCl;

36.2.  10 mM Tris-HCl (Tris(hid​rok​si​me​til)ami​no​etāns) (pH 8,0);

36.3.  1 mM ED​TA (eti​lēn​dia​mīn​tet​rae​tiķ​skā​bes di​nāt​ri​ja sā​ls) (pH 8,0).

37. Li​zo​zī​ma kon​cen​trāts:

37.1.  50 mg li​zo​zī​ma;

37.2.  1 ml 10 mM Tris-HCl.

38. Elek​tro​fo​rē​zes bu​fer​šķī​dums:

38.1.  10 rei​zes TAE (TrisAcetātaEDTA);

38.2. tris bā​ze 

48,4 g;

38.3. le​dus etiķ​skā​be
11,42 ml;

38.4. ED​TA

3,72 g;

38.5. H2O


līdz 1000 ml.

39. Etī​di​ja bro​mī​da šķī​dums. Vie​nu rei​zi TAE bu​fer​šķī​du​mam pie​vie​no etī​di​ja bro​mī​da kon​cen​trā​tu (10 mg/ml) ar ga​la kon​cen​trā​ci​ju 0,5 mg/ml.

40. PCR reak​ci​jas mai​sī​jums:

Nr.
Rea​ģents
Dau​dzums  

p.k.

vie​nai reak​ci​jai 



(ml)

40.1.
Ste​rils des​ti​lēts ūdens
9,5

40.2.
10xPCR bu​fe​ris
2,5

40.3.
25mM MgCl2
3

40.4.
dNTP’s
0,5

40.5.
PSA-1
1,0

40.6.
PSA-R
1,0

40.7.
NS-7-F
1,0

40.8.
NS-8R
1,0

40.9.
Taq po​li​me​rā​ze
0,5

40.10.
NS-8R
1,0

40.11.
Taq po​li​me​rā​ze
0,5

40.12.
Pa​raugs
5,0

VI. Iz​man​to​tā ba​rot​ne

41. Rau​ga pep​to​na gli​ko​zes agars:

41.1.  YPGA pH no 6,5 līdz 7,0;

41.2. rau​ga eks​trakts
5,0 g;

41.3. pro​teo​zes pep​tons
5,0 g;

41.4. gli​ko​ze
10,0 g;

41.5. bak​te​rio​lo​ģis​kais agars
12,0 g;

41.6. des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

41.7.  kom​po​ne​ntus mai​sot iz​šķī​di​na (var ne​daudz sil​dīt) ūde​nī, ja ne​pie​cie​šams, iz​man​to mag​nē​tis​ko mai​sī​tā​ju;

41.8. ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā 115 °C tem​pe​ra​tū​rā 20 mi​nū​tes. Pēc ste​ri​li​zā​ci​jas ba​rot​ni at​dze​sē, no​re​gu​lē pH un sa​lej Pet​ri trau​kos. Pēc sa​ga​ta​vo​ša​nas ba​rot​ni uz​gla​bā le​dus​ska​pī no + 2 °C līdz + 8 °C tem​pe​ra​tū​rā ne il​gāk kā vie​nu mē​ne​si.

VII. In​fi​cē​ša​nas lī​me​ņa no​teik​ša​na 

IF tes​tā
[image: image6.png]IF testa
42, Slaidaloga laukums (8)
Dt
1
D — slaida loga diametrs
43 Objektiva redzes laukums (€)
@
4
d—objektiva redzes laukuma diametrs.

44 d aprakina vai nu ar tieso merisanu,
vai izmantojot sadu formulu

s

Kur

kur

@R

i — laukuma koeficients (atkarigs no
okulara tipa 1o 8 lidz 24);
K— tubusa koeficients (o 1 lidz 1,25);
G — objektiva palielinajums 100 reizes,
40 reizes utt.

45. No formulas s ="— izriet, ka

4

47. Saskaita redzes lauka (¢) esosotipis-
Ko luoreseajoso stnu daudzunu un aproki-
na tipisko fuorescejoso sunu daudzumu lo-
dzina (C), izmantojot sadu formulu:

48, Aprekina tipisko fluorescsjoso sinu
daudzumu nogulsnu mililitra (), izmanto-
jot sadu formulu:

10 kur
Yy

v — nogulsnu tilpums slaida loga;
F— nogulsnu atskaidiums





VIII. PCR iz​man​to​to oli​go​nuk​leo​tī​du sek​ven​ces un prog​ram​ma​tū​ra

1.ta​bu​la

Nr. p.k.
Oli​go​nuk​leo​tīds
Oli​go​nuk​leo​tī​da sek​ven​ce
Am​pli​ko​na ga​rums (bp)

1.
PSA-1
5'- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa-3'
 502

2.
PSA-R
5'- tac tga gat gtt tca ctt ccc c-3'

3.
NS-7-F
5'- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc-3'
 377

4.
NS-8-R
5'- tcc gca ggt tca cct acg ga-3'

2.ta​bu​la

Nr. 
Cik​lu 
Il​gums
Tem​pe​ra​tū​ra 
Rī​cī​bas mēr​ķis

p.k.
skaits

(°C)

1.
1
3 min
95
Ge​no​mis​kās DNS de​na​tu​rā​ci​ja

2.
10
1 min
95
Ge​no​mis​kās DNS de​na​tu​rā​ci​ja



1 min
64
Oli​go​nuk​leo​tī​du hib​ri​di​zā​ci​ja



1 min
72
Frag​men​ta sin​tē​ze

3.
25
30 sek
95
Ge​no​mis​kās DNS de​na​tu​rā​ci​ja



30 sek
62
Oli​go​nuk​leo​tī​du hib​ri​di​zā​ci​ja



30 sek
72
Frag​men​ta sin​tē​ze

4.
1
5 min
72
Frag​men​tu ga​lu aiz​pil​dī​ša​na

5.

Ka​mēr pa​raugs 
4
Uz​gla​bā​ša​na



at​ro​das ter​mos​ta​tā

Zem​ko​pī​bas mi​nistrs M.Roze
4.pie​li​kums

Mi​nis​tru ka​bi​ne​ta 

2004.ga​da 28.sep​tem​bra no​tei​ku​miem Nr.821

Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum at​klā​ša​na un iden​ti​fi​cē​ša​na

 kar​tu​pe​ļu bum​bu​ļu pa​rau​gos
I. Ana​li​zē​ja​mais pa​raugs

1. Tes​tē​ja​mā pa​rau​ga stan​dar​ta lie​lums ir 200 bum​bu​ļi. Var tes​tēt arī ma​zā​ka ap​jo​ma pa​rau​gus.

2. Pa​rau​gu sa​ga​ta​vo​ša​na tes​tē​ša​nai:

2.1. kar​tu​pe​ļu bum​bu​ļus pār​skai​ta, no​maz​gā un ļauj tiem ap​žūt;

2.2. ar de​zin​fi​cē​tu skal​pe​li no​ņem kar​tu​pe​lim mi​zu sto​lo​na pie​stip​ri​nā​ša​nas vie​tā un iz​griež 3–5 mm lie​lus va​dau​du ga​ba​li​ņus;

2.3. va​dau​du ga​ba​li​ņus ie​vie​to vien​reiz lie​to​ja​mā trau​kā un pār​lej ar 40–50 ml ma​ce​rā​ci​jas bu​fer​šķī​du​ma. Ie​tei​cams iz​griez​tos au​dus ap​strā​dāt ne​ka​vē​jo​ties. Ja tū​lī​tē​ja ap​strā​de nav ie​spē​ja​ma, pa​rau​gu uz​gla​bā līdz 72 stun​dām +4 °C līdz +10 °C tem​pe​ra​tū​rā vai līdz 24 stun​dām is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā;

2.4. pa​rau​gu četr​as stun​das in​ku​bē kra​tī​tā​jā ar 50  līdz  100 ap​grie​zie​niem mi​nū​tē;

2.5. ma​ce​rā​tu no​lej un kon​cen​trē bak​tē​ri​jas, cen​tri​fu​gē​jot pa​rau​gu (10000 g) 10 mi​nū​tes +4 °C līdz +10 °C tem​pe​ra​tū​rā;

2.6. no​lej cen​tri​fu​gā​ta šķid​ru​mu, ne​ska​rot no​guls​nes. Ie​gū​tās no​guls​nes šķī​di​na 1,5 ml no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​mā un pa​rau​gu sa​da​la tā​lā​kām ana​lī​zēm:

2.6.1. 1000 Ķl iz​man​to bak​tē​ri​ju Cla​vi​bac​ter mic​hi​ga​ne​nsis subsp. se​pe​do​ni​cus un Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum no​teik​ša​nai;

2.6.2. 500 Ķl uz​gla​bā re​fe​ren​ces no​lū​kiem. Pa​rau​ga re​fe​ren​ces da​ļai pie​vie​no 200 ml ste​ri​la gli​ce​rī​na, sa​mai​sa un uz​gla​bā –75 °C līdz –85 °C tem​pe​ra​tū​rā;

2.7. tes​tē​ša​nas lai​kā iz​griez​to va​dau​du pa​rau​gu un no​gul​šņu sus​pen​si​ju uz​gla​bā +4 °C līdz +10 °C tem​pe​ra​tū​rā.

II. Imu​no​fluo​res​cen​ces tests

3. Imu​no​fluo​res​cen​ces (turp​māk — IF) tes​tā iz​man​to daudz​lo​dzi​ņu mik​ros​ko​pa priekšmetstikliņus. Uz priekšmetstikliņiem ar zī​mu​li uz​rak​sta pa​rau​ga iden​ti​fi​kā​ci​jas nu​mu​ru.

4. Sa​ga​ta​vo no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​mā no​gul​šņu de​ci​mā​lus at​šķai​dī​ju​mus 1/10, 1/100 un 1/1000. Mē​ģe​ni ar no​guls​nēm sa​jauc vor​tek​sā. Ar pi​pe​ti uz​pi​li​na no​gul​šņu un kat​ra at​šķai​dī​ju​ma stan​dar​ta dau​dzumu — 20 Ķl — lo​dzi​ņu rin​dai (1.at​tēls). At​li​ku​šo rin​du iz​man​to par dub​li​kā​tu vai ot​ra​jam pa​rau​gam.

1.at​tēls


Ne​at​šķai​dīts
1/10
1/100
1/1000

1.pa​raugs
²  1
²  2
²  3
²  4
²  5

1.pa​rau​ga dub​li​kāts 

vai 2.pa​raugs
 ²  6
²  7
²  8
²  9
²  10

5. Sa​ga​ta​vo at​se​viš​ķu po​zi​tī​vās kon​tro​les priekšmetstikliņu (tā​pat kā pa​rau​gu). Ne​ga​tī​vai kon​tro​lei iz​man​to no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​mu. To pi​li​na 5. un 10.priekšmetstikla acī ne​at​šķai​dī​tu. Kat​ram tes​tu komp​lek​tam iz​man​to vie​nu priekšmetstikliņu.

6. Pa​rau​gus žā​vē, līdz priekšmetstikliņi ir sau​si. Priekšmetstikliņus in​ku​bē 10 mi​nū​tes 96 % eta​no​lā un ap​de​dzi​na.

7. Sa​ga​ta​vo IF bu​fer​šķī​du​mā anti​vie​las dar​ba at​šķai​dī​ju​mu, kā no​rā​dīts ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā.

8. Pār​klāj tes​ta lo​dzi​ņus ar anti​vie​las at​šķai​dī​ju​mu (lo​dzi​ņiem iz​man​to​ta​jam anti​vie​las daudz​umam jā​būt vie​nā​dam ar iz​man​to​to no​gul​šņu dau​dzumu) un in​ku​bē 30 mi​nū​tes mit​rā ka​me​rā is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā, ja anti​vie​las ra​žo​tā​ja re​ko​men​dā​ci​jās nav no​rā​dīts ci​tā​di.

9. No​kra​ta no priekšmetstikla anti​vie​las pi​lie​nus un priekšmetstikliņus uz​ma​nī​gi no​ska​lo ar IF bu​fer​šķī​du​mu. Maz​gā di​vas rei​zes pa pie​cām mi​nū​tēm IF bu​fer​šķī​du​mā. Uz​ma​nī​gi no​su​si​na lie​ko mit​ru​mu.

10. Sa​ga​ta​vo IF bu​fer​šķī​du​mā fluo​res​cī​ni​zo​tio​cia​nā​ta (turp​māk — FITC) kon​ju​gā​ta dar​ba at​šķai​dī​ju​mu, kā no​rā​dīts ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā.

11. Pār​klāj tes​ta lo​dzi​ņus ar FITC kon​ju​gā​ta at​šķai​dī​ju​mu (lo​dzi​ņiem iz​man​to​ta​jam kon​ju​gā​ta at​šķai​dī​ju​ma daudz​umam jā​būt vie​nā​dam ar iz​man​to​to anti​vie​las at​šķai​dī​ju​ma dau​dzumu) un in​ku​bē 30 mi​nū​tes mit​rā ka​me​rā is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā, ja FITC kon​ju​gā​ta ra​žo​tā​ja ins​truk​ci​jā nav no​rā​dīts ci​tā​di.

12. No​kra​ta no priekšmetstikliņa kon​ju​gā​ta pi​lie​nus. Ska​lo un maz​gā, kā mi​nē​ts ie​priekš. Uz​ma​nī​gi no​su​si​na lie​ko mit​ru​mu.

13. Ar mik​ro​pi​pe​ti uz kat​ra lo​dzi​ņa uz​pi​li​na 5 Ķl fos​fā​ta un gli​ce​rī​na bu​fer​šķī​du​ma vai lī​dzī​gu mon​tē​jo​šo lī​dzek​li un pār​klāj ar seg​stik​li​ņu.

14. Ap​ska​ta priekšmetstikliņa tes​ta lo​dzi​ņus lu​mi​ne​scen​tā mik​ros​ko​pā ar fil​triem, kas pie​mē​ro​ti FITC, iz​man​to​jot eļ​ļas imer​si​ju ar pa​lie​li​nā​ju​mu 1000 rei​zes. Ap​ska​ta lo​dzi​ņus pa di​viem dia​met​riem tais​nos leņ​ķos un ap​kārt pa pe​ri​met​ru.

15. Vis​pirms pār​bau​da po​zi​tī​vās un ne​ga​tī​vās kon​tro​les priekšmetstikliņu. Po​zi​tī​vās kon​tro​les šū​nām jā​būt spil​gti fluo​res​cē​jo​šām un piln​ībā no​krā​so​tām. Ja krā​so​ša​na nav rak​stu​rī​ga, tes​tu at​kār​to. Ne​ga​tī​vās kon​tro​les lo​dzi​ņos ne​drīkst būt ti​pis​kas fluo​res​cē​jo​šas šū​nas, pre​tē​jā ga​dī​ju​mā tes​tu at​kār​to.

16. Mek​lē priekšmetstikliņa tes​ta lo​dzi​ņos ti​pis​kas fluo​res​cē​jo​šas šū​nas ar rak​stu​rī​gu Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum mor​fo​lo​ģi​ju. Fluo​res​cen​ces in​ten​si​tā​tei jā​būt tā​dai pa​šai kā at​tie​cī​ga at​šķai​dī​ju​ma po​zi​tī​vai kon​tro​lei. Šū​nas ar ne​pilnu krā​so​ju​mu vai ar vā​ju fluo​res​cen​ci ig​no​rē. Ja šā​du šū​nu ir daudz, pa​ma​to​jas uz IF tes​ta re​zul​tā​tu skaid​ro​ju​mu.

17. IF tes​ta re​zul​tā​tu in​ter​pre​tā​ci​ja: 

17.1. ja spil​gtās fluo​res​cē​jo​šās šū​nas ar rak​stu​rī​gu mor​fo​lo​ģi​ju ne​tiek at​ras​tas, IF tests ir ne​ga​tīvs;

17.2. ja spil​gtās fluo​res​cē​jo​šās šū​nas ar rak​stu​rī​gu mor​fo​lo​ģi​ju tiek at​ras​tas, no​sa​ka vi​dē​jo šū​nu skai​tu ob​jek​tī​va re​dzes lau​ku​mā un ap​rē​ķi​na fluo​res​cē​jo​šo šū​nu skai​tu (N) at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā. Par ro​be​žu IF tes​tam tiek uz​ska​tī​ta ap​tu​ve​ni 103 šū​nu po​pu​lā​ci​ja at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā:

17.2.1. pa​rau​giem, ku​ros N lie​lāks par 103 šū​nu at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā, IF tests tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

17.2.2. pa​rau​giem, ku​ros N ma​zāks par 103 šū​nu at​kār​to​ti sus​pen​dē​to no​gul​šņu mi​li​lit​rā, IF tests tiek uz​ska​tīts par ie​spē​ja​mi po​zi​tī​vu;

17.3. ja ir re​dzams liels skaits (> 105 šū​nas mi​li​lit​rā) ne​piln​īgi vai vā​ji fluo​res​cē​jo​šu šū​nu, IF tests tiek uz​ska​tīts par ie​spē​ja​mi po​zi​tī​vu.

III. PCR tests

18. Bak​tē​ri​jas DNS iz​da​lī​ša​na:

18.1. ie​nes 220 Ķl li​zē​ša​nas bu​fe​ra mik​ro​mē​ģe​nē;

18.2. pie​vie​no 100 Ķl pa​rau​gu eks​trak​ta;

18.3. pa​rau​gu in​ku​bē 95 °C tem​pe​ra​tū​rā 10 min;

18.4. tur​pi​na pa​rau​ga in​ku​bē​ša​nu uz le​dus 5 min;

18.5. pie​vie​no 80 Ķl li​zo​zī​ma kon​cen​trā​ta;

18.6. in​ku​bē pa​rau​gu 37 °C 30 min;

18.7. pie​vie​no 220 Ķl EasyDNA šķī​du​ma A, in​ver​tē pa​rau​gu;

18.8. in​ku​bē 65 °C 30 min;

18.9. pie​vie​no 100 Ķl EasyDNA šķī​du​ma B, in​ver​tē pa​rau​gu, līdz vei​do​jas vis​kozs šķī​dums;

18.10. pie​vie​no 500 Ķl hlo​ro​for​ma un la​bi sa​kra​ta;

18.11. cen​tri​fu​gē pa​rau​gu (15000 g) 20 min +4 °C tem​pe​ra​tū​rā;

18.12. vir​sē​jo fā​zi pār​nes jau​nā mik​ro​mē​ģe​nē;

18.13. pie​vie​no 1 ml at​dze​sē​ta (–20 °C) 96% eta​no​la;

18.14. cen​tri​fu​gē pa​rau​gu (15000 g) 20 min +4 °C tem​pe​ra​tū​rā;

18.15. no​lej šķid​ro fā​zi;

18.16. pie​vie​no 500 Ķl at​dze​sē​ta (–20 °C) 80% eta​no​la;

18.17. cen​tri​fu​gē pa​rau​gu (15000 g) 20 min +4 °C tem​pe​ra​tū​rā;

18.18. no​lej šķid​ro fā​zi;

18.19. žā​vē no​guls​nes is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā;

18.20. no​guls​nes šķī​di​na 100 Ķl ste​ri​la des​ti​lē​ta ūdens;

18.21. in​ku​bē pa​rau​gu is​ta​bas tem​pe​ra​tū​rā 20 min;

18.22. pār​vie​to pa​rau​gu –20 °C tem​pe​ra​tū​rā turp​mākai uz​gla​bā​ša​nai.

19. PCR tes​ta no​ri​se:

19.1. sa​ga​ta​vo PCR reak​ci​jas mai​sī​ju​mu;

19.2. PCR reak​ci​jas mē​ģe​nē ie​nes 20 Ķl reak​ci​jas mai​sī​ju​ma;

19.3. kat​rā mē​ģe​nē ie​nes 5 Ķl ana​li​zē​ja​mā pa​rau​ga. Kat​ru pa​rau​gu ana​li​zē at​kār​to​ti;

19.4. pa​rau​gus ie​vie​to ter​mop​ro​ce​so​rā.

20. PCR pro​duk​tu sa​da​lī​ša​na aga​ro​zes ge​lā:

20.1. pa​ga​ta​vo aga​ro​zes mai​sī​ju​mu un uz​lej ge​lu;

20.2. pa​rau​gam pie​vie​no 1 Ķl pa​rau​ga uz​ne​ša​nas bu​fe​ra;

20.3. ge​lam uz​nes 12 Ķl PCR pro​duk​ta;

20.4. ma​lē​jās ge​la bed​rī​tēs ie​nes 3 Ķl 100 bā​zu pā​ru (turp​māk — bp) DNS mar​ķie​ra;

20.5. sa​da​la PCR pro​duk​tus elek​tris​ka​jā lau​kā ar strā​vas stip​ru​mu 65 mA un sprie​gu​mu 130 V 60–80 min;

20.6. pār​nes ge​lu etī​di​ja bro​mī​da šķī​du​mā un krā​so 30 min;

20.7. no​vie​to ge​lu uz tran​si​lu​mi​na​to​ra un ap​lū​ko PCR pro​duk​tus UV gais​mā.

21. PCR tes​tā ie​gū​to da​tu in​ter​pre​tā​ci​ja:

21.1. ja ne​ga​tī​vās kon​tro​les bed​rī​tē ne​de​tek​tē at​bil​sto​ša bp ga​ru​ma PCR am​pli​ko​nus, PCR tes​tu uz​ska​ta par ne​ga​tī​vu;

21.2. ja bed​rī​tē iden​ti​fi​cē frag​men​tu ga​ru​mus at​bil​sto​ši po​zi​tī​vās kon​tro​les sig​nā​lam, pa​rau​gu uz​ska​ta par po​zi​tī​vu.

IV. Bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes tests 

un iden​ti​fi​cē​ša​nas tes​ti

22. To​mā​tus au​dzē sil​tum​nī​cā +22 °C līdz +28 °C tem​pe​ra​tū​rā un lais​ta kat​ru die​nu. Po​tē​ša​nai ņem to​mā​tus tre​šās la​pas at​tīs​tī​bas sta​di​jā. Sva​rī​gi in​fi​cēt pēc ie​spē​jas jau​nā​kus au​gus, kas ir uz​ņē​mī​gā​ki pret ne​lie​lu in​fek​ci​ju ne​kā ve​cā​ki in​di​ka​to​rau​gi.
23. Vie​nam pa​rau​gam ņem 20 au​gus (10 au​gus, pie​cus au​gus po​zi​tī​vai kon​tro​lei un pie​cus au​gus ne​ga​tī​vai kon​tro​lei). Uz po​di​ņa ar to​mā​tu stā​du uz​rak​sta pa​rau​ga iden​ti​fi​kā​ci​jas nu​mu​ru un no​rā​da, vai tas ir po​zi​tī​vās kon​tro​les augs vai ne​ga​tī​vās kon​tro​les augs.

24. Po​tē​ša​nu sāk ar ne​ga​tī​vās kon​tro​les au​gu, tad — pa​rau​gu un bei​gās — po​zi​tī​vās kon​tro​les au​gu.

25. Po​tē uz stub​lā​ja starp dīgļ​la​pām un pir​mo la​pu. Die​nu pirms po​tē​ša​nas vē​lams au​gus ne​ap​lais​tīt. Stub​lā​ju ie​skrā​pē 0,5–1,0 cm ga​ru​mā un trīs ceturt​da​ļu dziļ​umā. Ar šļir​ci vai pi​pe​ti ie​pi​li​na pa​rau​gu stub​lā​jā un aiz​li​pi​na ar pa​ra​fil​mu, lai ne​iz​žūst. Tā​pat rī​ko​jas arī ar kon​tro​les au​giem.

26. Po​zi​tī​vās un ne​ga​tī​vās kon​tro​les au​gus no​liek at​se​viš​ķi no pa​rau​ga.

27. Pēc ne​dē​ļas sāk re​gu​lā​ru sim​pto​mu no​vē​ro​ša​nu — au​gu vī​ša​nu, nī​ku​ļo​ša​nu un hlo​ro​zi. 

28. Iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​tu no​ri​se:

28.1. tā​lā​kai tes​tē​ša​nai ņem au​gus ar sim​pto​miem vai stub​lā​ju virs in​fi​cē​tās vie​tas, de​zin​fi​cē ar 70% eta​no​lu, sa​griež ma​zos ga​ba​li​ņos, pār​lej ar ste​ri​lu ūde​ni, at​stāj uz 15 mi​nū​tēm, tad ar eks​trak​tu veic IF un PCR tes​tus;

28.2. ja pēc četr​ām ne​dē​ļām au​giem sim​pto​mi nav no​vē​ro​ja​mi, veic IF un PCR tes​tus. Ņem 1 cm lie​las stub​lā​ja da​ļas (virs in​fi​cē​tās vie​tas) no vi​siem au​giem, de​zin​fi​cē ar 70% eta​no​lu, sa​griež ma​zos ga​ba​li​ņos, pār​lej ar ste​ri​lu ūde​ni un at​stāj uz 15 mi​nū​tēm, tad ar eks​trak​tu veic IF un PCR tes​tus;

28.3. ja ne​pie​cie​ša​ma pa​pil​du pa​to​gē​na at​kār​to​ta iz​da​lī​ša​na no to​mā​ta, tes​tē​ša​nai ņem au​gus ar sim​pto​miem vai stub​lā​ju virs in​fi​cē​tās vie​tas, de​zin​fi​cē ar 70% eta​no​lu, sa​griež ma​zos ga​ba​li​ņos, pār​lej ar ste​ri​lu ūde​ni un at​stāj uz 15 mi​nū​tēm, uz​sēj uz rau​ga pep​to​na gli​ko​zes aga​ra YPGA, in​ku​bē +27 °C līdz +28 °C tem​pe​ra​tū​rā. Ko​lo​ni​jas no​vē​ro kat​ru die​nu, tās aug trīs die​nas. In​ku​bā​ci​ju var no​vē​rot līdz se​šām die​nām. Ko​lo​ni​jas ir pēr​ļbal​tas, pla​ka​nas, ne​re​gu​lā​ras. Iz​au​gu​šās ko​lo​ni​jas pār​sēj un ar tīr​kul​tū​ru (at​šķai​dot ko​lo​ni​ju ar 1 Ķl no​gul​šņu bu​fer​šķī​du​ma, ko​lo​ni​ju ņe​mot ar 1 ml cil​pu) veic IF tes​tu. (IF tes​tam no​gul​šņu vie​tā ņem eks​trak​tu no ko​lo​ni​jām.)

29. Veic arī šā​dus tes​tus:

29.1. krā​so​ša​na pēc Gra​ma (Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum –);

29.2. ok​si​dā​zes tests (Pseu​do​mo​nas  so​la​na​cea​rum +);

30. Bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes tes​ta un iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​tu re​zul​tā​tu in​ter​pre​tā​ci​ja:

30.1. ja bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes tests pa​rau​gam ir ne​ga​tīvs (nav sim​pto​mu), bet po​zi​tī​vā kon​tro​le ir po​zi​tī​va, ne​ga​tī​vā kon​tro​le ir ne​ga​tī​va un IF un PCR tes​ti ir ne​ga​tī​vi, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par ne​ga​tī​vu;

30.2. ja bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes tests pa​rau​gam ir ne​ga​tīvs (nav sim​pto​mu), bet po​zi​tī​vā kon​tro​le ir po​zi​tī​va, ne​ga​tī​vā kon​tro​le ir ne​ga​tī​va, un IF un PCR tes​ti ir po​zi​tī​vi, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

30.3. ja bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes tests pa​rau​gam ir po​zi​tīvs (ir sim​pto​mi), po​zi​tī​vā kon​tro​le ir po​zi​tī​va, bet ne​ga​tī​vā kon​tro​le ir ne​ga​tī​va un IF un PCR tes​ti ir po​zi​tī​vi, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

30.4. ja ap​stip​ri​no​šo tes​tu (IF, PCR) re​zul​tā​ti ne​sa​krīt, veic pa​to​gē​na at​kār​to​tu iz​da​lī​ša​nu no to​mā​ta;

30.5. ja ir ti​pis​kas Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum ko​lo​ni​jas un IF tests ir po​zi​tīvs, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par po​zi​tī​vu;

30.6. ja nav ti​pis​ku Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum ko​lo​ni​ju un IF tests ir ne​ga​tīvs, pa​raugs tiek uz​ska​tīts par ne​ga​tī​vu.

31. Pēc skrī​nin​ga tes​tiem — IF tes​ta un PCR tes​ta — pa​rau​ga iden​ti​fi​kā​ci​jas kar​tī​tē no​rā​da, vai kon​sta​tēts Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum. Ja Pseu​do​mo​nas so​la​na​cea​rum ir kon​sta​tēts, rak​sta pie​bil​di “tes​tē​ša​na tiek tur​pi​nā​ta, iz​man​to​jot bio​lo​ģis​kās pa​to​ge​ni​tā​tes tes​tu un iden​ti​fi​kā​ci​jas tes​tus” un ga​lī​go at​zi​nu​mu par pa​rau​gu dod pēc šo tes​tu re​zul​tā​tu ie​gū​ša​nas.

V. Iz​man​to​tie šķī​du​mi

32. Ma​ce​rā​ci​jas bu​fer​šķī​dums:

32.1.  0,05 M fos​fā​ta (PBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,0;

32.2.  Na2HPO4
4,26 g;

32.3.  KH2PO4
2,72 g;

32.4.  des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

32.5. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH; 

32.6. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes.

33. No​gul​šņu bu​fer​šķī​dums:

33.1.  0,01 M fos​fā​ta (PBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,2;

33.2.  Na2HPO4Š12H2O
2,7 g;

33.3.  Na2HPO4Š2H2O
0,4 g;

33.4.  des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

33.5. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH;

33.6. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes.

34. IF-bu​fer​šķī​dums:

34.1.  0,01 M fos​fā​ta (PBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,2;

34.2.  Na2HPO4Š12H2O
2,7 g;

34.3.  Na2HPO4Š2H2O
0,4 g;

34.4.  NaCl
                           8,0 g;

34.5.  des​ti​lēts ūdens
1000 ml;

34.6. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH;

34.7. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes. 

35. Fos​fā​ta gli​ce​rī​na bu​fer​šķī​dums:

35.1.  0,1 M fos​fā​ta gli​ce​rī​na (PGBS) bu​fer​šķī​dums, pH 7,6;

35.2.  Na2HPO4Š12H2O
3,2 g;

35.3.  NaH2PO4Š2H2O
0,15 g;

35.4.  gli​ce​rīns
              50 ml;

35.5.  des​ti​lēts ūdens
100 ml;

35.6. iz​šķī​di​na sa​stāv​da​ļas un pār​bau​da pH;

35.7. bu​fer​šķī​du​mu ste​ri​li​zē au​tok​lā​vā +121 °C tem​pe​ra​tū​rā 15 mi​nū​tes. 

36. Li​zē​ša​nas bu​fer​šķī​dums:

36.1.  100 mM NaCl;

36.2.  10 mM Tris-HCl (Tris(hid​rok​si​me​til)ami​no​etāns) (pH 8,0);

36.3.  1 mM ED​TA (eti​lēn​dia​mīn​tet​rae​tiķ​skā​bes di​nāt​ri​ja sā​ls) (pH 8,0).

37. Li​zo​zī​ma kon​cen​trāts (50 mg/ml):

37.1.  50 mg li​zo​zī​ma;

37.2.  1 ml 10 mM Tris-HCl.

38. Elek​tro​fo​rē​zes bu​fer​šķī​dums:

38.1.  10 rei​zes TAE (TrisAcetātaEDTA);

38.2. tris bā​ze 

48,4 g;

38.3. le​dus etiķ​skā​be
11,42 ml;

38.4. ED​TA

3,72 g;

38.5. H2O


līdz 1000 ml.

39. Aga​ro​zes šķī​dums:

39.1. aga​ro​ze

1,5 g;

39.2. vie​nu rei​zi TAE
100 ml.

40. PCR reak​ci​jas mai​sī​jums:

Nr.
Rea​ģents
Dau​dzums  

p.k.

vie​nai reak​ci​jai 



(Ķl)

40.1.
Ste​rils des​ti​lēts ūdens
11,5

40.2.
10xPCR bu​fe​ris
2,5

40.3.
25mM MgCl2
3

40.4.
dNTP’s
0,5

40.5.
Oli-1
1,0

40.6.
Y-2
1,0

40.7.
Taq po​li​me​rā​ze
0,5

40.8.
Pa​raugs
5,0
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41. Rauga peptona glikozes agars
411 YPGA pH no 6.5 lidz 7.
412 rauga ekstrakis

413 proteozes peptons

414 glikoze

415 bakteriologiskais agars

416 H,0

41.7. barotnes sastavdalas maisot izski-
dina den. ja nepieciesams, izmanto mag-
natisko maisitaju:

418 sterilizé autoklava 115 “C tempera-
20minites, Pécsterilizicijas barotnial-
. noreguls pH un salej Petri traukos
Pec sagatavosanas barotni uzglaba ledus-
skapi o +2 °C lidz + & °C temperatara ne
ilgak ka vienu ménesi

VIL Inficésanas fimena noteiksana
IF testa
42, Prieksmetstiklina loga laukums 5)
D
5=
D — prieksmetstiklina loga diametrs

43, Objektiva redzes laukums (s)

Kur

kur

1

d—objektiva redzes laukuma diametrs.

4. aprakina vai nu ar tieso merisanu,
vai izmantojot sadu formulu

i — laukuma koeficients (atkarigs no
okulara tipano 8 lidz 24);

K— tubusa koeficients (0 1 1idz 1.25);

G — objektiva palielinajums 100 reizes,
40 reizes utt.

d?
4. No formulas s == izriet, ka

46. No formulas § = gigsg izriet, ka

47. Saskaita redzes lauka (@) esoso tipis-
ko fluorescejoso sunu daudzunu un apreki-
na tipisko fluorescejoso sunu daudzumu lo-
dzina (€), izmantojot sadu formulu

48, Aprakina tipisko fluorescgjoso sunu
daudzumu nogulsnu mililitra (N), izmanto-
jot sadu formulu

1000 N
r v IF  kur
¥—nogulsnu tilpums prieksmetstiklina
logd:
F — nogulsnu atskaidijums.

N=





VIII. PCR iz​man​to​to oli​go​nuk​leo​tī​du sek​ven​ces un prog​ram​ma​tū​ra

1.ta​bu​la

Nr. p.k.
Oli​go​nuk​leo​tīds
Oli​go​nuk​leo​tī​da sek​ven​ce
Am​pli​ko​na ga​rums (bp)

1.
Oli-1
5'-ggg ggt agc ttg cta cct gcc-3'
 288

2.
Y-2
5'-ccc act gct gcc tcc cgt agg agt-3'

2.ta​bu​la

Nr. 
Cik​lu 
Il​gums
Tem​pe​ra​tū​ra 
Rī​cī​bas mēr​ķis

p.k.
skaits

(°C)

1.
1
2 min
96
Ge​no​mis​kās DNS de​na​tu​rā​ci​ja

2.
50
20 sek
94
Frag​men​ta DNS de​na​tu​rā​ci​ja



20 sek
68
Oli​go​nuk​leo​tī​du hib​ri​di​zā​ci​ja



30 sek
72
Frag​men​ta sin​tē​ze

3.
1
10 min
72
Frag​men​tu ga​lu aiz​pil​dī​ša​na

4.

Ka​mēr pa​raugs 
4
Uz​gla​bā​ša​na



at​ro​das ter​mos​ta​tā

Zem​ko​pī​bas mi​nistrs M.Roze
