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KOMISSION DIREKTIIVI 2006/63[EY,

annettu 14 piivind heindkuuta 2006,

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. -kasvintuhoojan torjunnasta annetun neuvoston
direktiivin 98/57|EY liitteiden II-VII muuttamisesta

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuksen,

ottaa huomioon Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
-kasvintuhoojan torjunnasta 20 pdivdnd heindkuuta 1998
annetun neuvoston direktiivin 98/57/EY (') ja erityisesti sen
11 artiklan,

seki katsoo seuraavaa:

(1) Yksi merkittdvistd perunalle ja tomaatille haitallisista
organismeista on Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al., perunan tumman rengasmidin sekd perunan ja
tomaatin bakteerilakastumistaudin aiheuttaja (jaljempana
“organismi”).

(2)  Tatd organismia esiintyy edelleen joissakin yhteison osissa.

(3)  Direktiivissd 98/57/EY vahvistetaan yksityiskohtaiset
toimenpiteet, joita jasenvaltioissa on toteutettava timin
kasvintuhoojan osalta sen paikallistamiseksi ja sen levin-
neisyyden mairittdmiseksi, sen esiintymisen ja levidmisen
estamiseksi, ja jos tuhoojaa 10ydetddn, sen levidmisen esta-
miseksi ja torjumiseksi tarkoituksena havittda se.

(4)  Tamdin kasvintuhoojan biologian ja toteamis- ja tunnista-
mismenettelyjen tuntemus on huomattavasti lisdantynyt
direktiivin antamisen jilkeen. Lisiksi kasvintuhoojan
torjunnasta saatu kdytinnon kokemus vaatii useiden tor-
juntatoimenpiteisiin  liittyvien teknisten sddnnosten
tarkistamista.

(5)  Tallaisen kehityksen seurauksena néyttdisi olevan valtta-
mitontd tarkistaa ja paivittdd direktiivin 98/57/EY tiettyi-
hin liitteisiin sisaltyvat toimenpiteet.

(6)  Havaitsemis- ja  tunnistamismenettelyjen  osalta
mukaan otetaan FISH-menetelmd (fluoresoiva in situ
-hybridisaatio), joka on vastikdan kehitetty toteamismene-
telmd. Mukaan on otettu myds PCR-menetelmdin

(') EYVLL 235, 21.8.1998, s. 1.

(polymeraasiketjureaktio) sekd nykyisten toteamis- ja tun-
nistamismenettelyiden lukuisiin eri teknisiin elementtei-
hin tehdyt parannukset samoin kuin menetelmat
organismin havaitsemiseksi ja tunnistamiseksi muissa isan-
takasveissa kuin perunassa sekd vedessd ja maaperissi.

(7)  Torjuntatoimenpiteiden teknisid elementteji on paran-
nettu seuraavilta osin: testindytteiden sdilyttimistapa kas-
vintuhoojan jaljittimisen varmistamiseksi, todennakoisen
saastumisen laajuuden maédrittamiseksi tarvittavat elemen-
tit, kasvintuhoojan varmistetun esiintymisen ja saastunei-
den alueiden ilmoittamista koskevat tiedot seki
saastuneiksi ilmoitetuilla tuotantopaikoilla ja rajoitetuilla
alueilla toteutettavat toimenpiteet. Lisdksi mukaan on
otettu joitakin tomaattia koskevia sddnnoksia, jotta voitai-
siin paremmin ottaa huomioon timin kasvin merkitys
kasvintuhoojan isintina.

(8)  Tissd padtoksessd sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvin kas-
vinsuojelukomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Korvataan direktiivin 98/57/EY liitteet II-VII tdimdn direktiivin
liitteessi olevilla vastaavilla teksteilla.

2 artikla

1. Jasenvaltioiden on annettava ja julkaistava tdmin direktii-
vin noudattamisen edellyttimait lait, asetukset ja hallinnolliset
médrdykset viimeistddn 31 pdivind maaliskuuta 2007. Niiden on
toimitettava komissiolle kirjallisina ndma sdidnnokset sekd kysei-
sid sddnnoksid ja tdtd direktiivid koskeva vastaavuustaulukko
viipymatta.

Jasenvaltioiden on sovellettava niitd siddoksid 1 paivastd huhti-
kuuta 2007.

Niissa jasenvaltioiden antamissa sddnnoksissd on viitattava tdhdn
direktiiviin tai niihin on liitettdva tillainen viittaus, kun ne viral-
lisesti julkaistaan. Jdsenvaltioiden on sdddettdva siitd, miten viit-
taukset tehddan.
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2. Jdsenvaltioiden on toimitettava tdssd direktiivissd tarkoite-
tuista kysymyksistd antamansa keskeiset kansalliset sddnnokset
viipymitti kirjallisina komissiolle.

3 artikla

Tama direktiivi tulee voimaan kolmantena piivina sen jilkeen,
kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

4 artikla

Tami direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 14 pdivina heindkuuta 2006.

Komission puolesta
Markos KYPRIANOU
Komission jasen
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LIITE

"LITE II

TUTKIMUSMENETELMA RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL. -KASVINTUHOOJAN

MAARITTAMISEKSI, TOTEAMISEKSI JA TUNNISTAMISEKSI

TUTKIMUSMENETELMAN SOVELTAMISALA

Esitetty menetelmd kuvaa eri menettelyjd, jotka koskevat:

i)  tumman rengasmidin madritystd perunan mukuloista ja bakteerilakastumistaudin mééritystd perunasta ja tomaatista

ja erdistd muista isintdkasveista;

ii)  Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteamista perunan mukuloista, perunoista, tomaateista ja muista isdntdkas-

veista, vedestd ja maaperastd otetuista ndytteistd;

iii)  Ralstonia solanacearum (R. solanacearum) -kasvintuhoojan tunnistamista.

1 JAKSO:

II JAKSO:

1II JAKSO:

IV JAKSO:

V JAKSO:
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YLEISET PERIAATTEET

Lisdyksissd esitetddn optimaaliset testausprotokollat eri menetelmien ja validoitujen reagenssien osalta sekd testi- ja kont-
rollimateriaalien valmistusta koskevat tiedot. Lisdyksessd 1 on luettelo niistd laboratorioista, jotka olivat mukana testaus-
protokollien optimoinnissa ja validoinnissa.

Koska menettelyt liittyvit karanteenin alaisten organismien toteamiseen ja niissd kdytetdan R. solanacearum -kasvintuhoojan
elinkykyisid viljelmid kontrollimateriaaleina, menettelyt on ehdottomasti toteutettava sopivissa karanteenioloissa siten, ettd
kdytossd on riittdvat jitteenhdvitysmahdollisuudet ja toiminta tapahtuu kasvikaranteenista vastaavien viranomaisten myon-
timan luvan mukaisissa olosuhteissa.

Testausparametreilla on varmistettava R. solanacearum -kasvintuhoojan méirien johdonmukainen ja toistettavissa oleva
toteaminen valituilla menetelmilld asetetuilla kynnysarvoilla.

Positiivisten kontrollindytteiden huolellinen valmistaminen on ehdottoman tarkeaa.

Vaadittujen kynnysarvojen mukainen testaus edellyttdd myos laitteiden asianmukaisia asetuksia seké niiden asianmukaista
huoltoa ja vakaamista, reagenssien huolellista kasittelyd ja sdilyttamistd sekd kaikkien sellaisten toimenpiteiden toteutta-
mista, joilla ehkaistddn ndytteiden vilinen kontaminaatio, esim. positiivisten kontrollindytteiden pitimistd erillddn testindyt-
teistd. Laadunvalvontastandardeja on sovellettava hallinnollisten ja muiden virheiden valttimiseksi, erityisesti
pakkausmerkintojen ja dokumentaation osalta.

Direktiivin 98/57/EY 4 artiklan 2 kohdassa tarkoitettu epiilty esiintyminen tarkoittaa positiivista tulosta ndytteelle
jaljempdnd olevissa vuokaavioissa esitetyissd madritys- tai seulontatesteissa. Jos ensimmaisen seulontatestin (IF- tai PCR/FISH-
testi, selektiivinen eristiminen) tulos on positiivinen, se on vahvistettava toisella seulontatestilld, joka perustuu muihin
biologisiin periaatteisiin.

Jos ensimmdisestd seulontatestistd saadaan positiivinen tulos, ndytteen epiillddn olevan bakteerin saastuttama ja sille on
tehtdvd toinen seulontatesti. Jos toisesta seulontatestistd saadaan positiivinen tulos, epdilys varmistuu (epéilty esiintymi-
nen) ja tutkimusmenetelmédn mukaista testausta on jatkettava. Jos toisesta seulontatestistd saadaan negatiivinen tulos, ndyt-
teen katsotaan olevan puhdas R. solanacearum -bakteerista.

Direktiivin 98/57/EY 5 artiklan 1 kohdassa tarkoitettu varmistettu esiintyminen tarkoittaa puhtaan R. solanacearum -viljelman
eristdmista ja tunnistamista siten, ettd sen patogeenisyys on varmistettu.

1JAKSO

TUTKIMUSMENETELMAN SOVELTAMINEN

1. Toteamismenetelmi tumman rengasmidin ja bakteerilakastumistaudin (Ralstonia solanacearum) méairittimi-
seksi perunan mukuloista ja perunasta, tomaatista tai muusta isintikasvista, jossa on tumman rengasmidin
tai bakteerilakastumistaudin oireita

Testimenetelmé on tarkoitettu perunan mukuloille, joiden oireet ovat tyypillisid tummalle rengasmédille tai johtosolu-
kon lakastumistaudille taikka antavat aihetta epdilld nditd tauteja. Siihen kuuluu pikaseulontatesti, taudinaiheuttajan
eristiminen infektoituneesta johtosolukosta (selektiiviselle) alustalle ja, jos tulos on positiivinen, viljelmén tunnistami-
nen Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojaksi.
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perunan mukula, peruna- tai tomaattikasvi tai muu isdntéakasvi, jossa on epaillyn tumman
rengasmadan tai bakteerilakastumistaudin oireita ()

( )

NOPEAT MAARITYSTESTIT (2)

tehdaan véahintaan yksi seuraavista testeista

alustavaa taudinmaaritysta varten:

<>— — bakteerimédan valutustesti johtosolukosta (°)
— poly-B-hydroksibutyraattitesti (+)

— serologinen agglutinaatiotesti (%)

— IF- (8) / FISH- (") / ELISA- (%) / PCR-testi (°)

( ERISTYSTESTI (') )

morfologialtaan tyypillisia pesakkeits (')

R. solanacearum -bakteeria ei todettu
ndyte ei ole
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama

KYLLA

( puhdistetaan jatkoviljelemalla )

( TUNNISTAMISTESTIT ('3) )—<>—( PATOGEENISYYSTESTI ('4) )

kumpikin testi vahvistaa puhtaan vilielman
R. solanacearum -bakteeriksi

ndyte ei ndyte ei R. solanacearum
-bakteerin saastuttama

ndyte R. solanacearum -bakteerin saastuttama
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" Oireiden kuvaukset, ks. Il jakson 1 kohta.

® Nopeat maéaritystestit helpottavat alustavaa taudinméaaritysta, mutta ne eivat ole valttaméattomia. Negatiivinen tulos ei aina takaa sita,
etté patogeenia ei esiinny.

®) Johtosolukon valutustesti bakteeriméataa varten kuvataan VI jakson A kohdan 1 alakohdassa.

*) Testi poly-B-hydroksibutyraattirakeille (P"8) bakteerisoluissa kuvataan VI jakson A kohdan 2 alakohdassa.

®) Bakteerimadéan tai oireilevasta kudoksesta saatujen uutteiden serologiset agglutinaatiotestit kuvataan VI jakson A kohdan
3 alakohdassa.

) Veteen suspendoidun bakteerimadén tai oireilevasta kudoksesta saatujen uutteiden IF-testit kuvataan VI jakson A kohdan
5 alakohdassa.

) Veteen suspendoidun bakteerimadan tai oireilevasta kudoksesta saatujen uutteiden FISH-testit kuvataan VI jakson A kohdan
7 alakohdassa.

®) Veteen suspendoidun bakteerimadan tai oireilevasta kudoksesta saatujen uutteiden ELISA-testit kuvataan VI jakson A kohdan
8 alakohdassa.

©®) Veteen suspendoidun bakteerimadan tai oireilevasta kudoksesta saatujen uutteiden PCR-testit kuvataan VI jakson A kohdan

6 alakohdassa.
(') Patogeeni voidaan yleensa eristda helposti oireilevasta kasviaineistosta laimennussarjatekniikalla (Il jakson 3 kohta).
(@) Tyypillinen pesékemorfologia on kuvattu Il jakson 3 kohdan d alakohdassa.

('?) Viljely voi epaonnistua, jos tartunta on edennyt pitkélle, silla saprofyyttiset bakteerit voivat kilpailla taudinaiheuttajan kanssa tai ohittaa
sen kasvussa. Jos eristyskokeen tulos on negatiivinen mutta taudin oireet tyypilliset, eristdminen on toistettava mieluiten selektiivisella
alustalla.

) Oletetun R. solanacearum -kasvintuhoojan isolaattien puhtaan viljelman tunnistaminen luotettavasti onnistuu VI jakson B kohdassa
kuvattujen testien avulla. Eristetyn kannan maarittdminen on vapaaehtoista, mutta sita suositellaan kaikissa uusissa tapauksissa.

(@) Patogeenisyystesti kuvataan VI jakson C kohdassa.
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2. Menetelmid Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi oireettomista
mukulaniytteistd

Periaate

Menettely on tarkoitettu piilevien tartuntojen toteamiseen perunan mukuloissa. Jos erilaisiin biologisiin periaatteisiin
perustuvista vihintiin kahdesta seulontakokeesta saadaan positiivinen tutkimustulos, * sitd tiydennetddn eristimalld
taudinaiheuttaja. Jos eristyskokeen tuloksena saadaan tyypillisid pesikkeitd, vuorossa on puhtaan viljelmén varmista-
minen R. solanacearum -kasvintuhoojaksi. Positiivinen tulos ainoastaan yhdestd seulontatestistd ei riitd pitimain ndy-
tettd epdilyttavina.

Seulonta- ja eristystesteilld on saatava toteamisrajaksi 10°~10* solua perunauutteen yhti millilitraa kohden; ne sislty-
vit positiivisina kontrollivilineind kuhunkin testisarjaan.
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( perunan mukulanéyte (") )

[
( patogeenin uuttaminen ja konsentrointi (?) )

|

SEULONTATESTIT (%)
IF-testi (4) / selektiivinen eristaminen (°) / PCR-testi (6) / FISH-testi (7)
valinnainen lisitesti: ELISA (8)

|
( ensimmadinen seulontatesti (%) )

R. solanacearum -bakteeria ei todettu
ndyte ei ole R. solanacearum
-bakteerin saastuttama

( toinen seulontatesti (°) )
R. solanacearum -bakteeria ei todettu

negatiiv ndyte ei ole R. solanacearum
-bakteerin saastuttama

(selektiivinen eritys (°) ja/tai biologinen méiritys (9))
|

[ morfologialtaan tyyppilisia pesakkeita ('°) j

R. solanacearum -bakteeria ei todettu
ndyte ei ole R. solanacearum
-bakteerin saastuttama

KYLLA

( puhdistetaan jatkoviljelelmalla )

( TUNNISTAMISTESTIT ('?) )—#—( PATOGEENISYYSTESTI (') ]

kumpikin testi vahvistaa puhtaan viljelméan
R. solanacearum -bakteeriksi

ndyte ei ole R. solanacearum
-bakteerin saastuttama

ndyte on R. solanacearum -bakteerin
saastuttama
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" Standardi ndytekoko on 200 mukulaa. Menetelma soveltuu kaytettavaksi myos alle 200 mukulan naytteille, jos 200:aa mukulaa ei ole
kaytettavissa.

® Taudinaiheuttajan uuttamis- ja konsentrointimenetelméat kuvataan Il jakson 1.1 kohdassa.

®) Jos vahintaan kahdesta erilaisiin biologisiin periaatteisiin pohjautuvasta testista saadaan positiivinen tulos, eristdminen ja varmistaminen
on tehtéva. Tehdaan vahintaan yksi seulontatesti. Jos tésta testistd saadaan negatiivinen tulos, naytettad pidetaan negatiivisena. Jos
testitulos on positiivinen, on tehtava toinen tai useampia seulontatesteja eri biologisten periaatteiden pohjalta, jotta ensimmainen
positiivinen tulos voidaan vahvistaa. Jos toisesta testista tai muista testeistd saadaan negatiivinen tulos, néytetta pidetaan negatiivisena.
Talléin ei tarvita lisatesteja.

*) IF-testi kuvataan VI jakson A kohdan 5 alakohdassa.

®) Eristdminen selektiiviselld alustalla kuvataan VI jakson A kohdan 4 alakohdassa.
©) PCR-testit kuvataan VI jakson A kohdan 6 alakohdassa.

) FISH-testi kuvataan VI jakson A kohdan 7 alakohdassa.

® ELISA-testit kuvataan VI jakson A kohdan 8 alakohdassa.

©®) Biologinen maéaritys kuvataan VI jakson A kohdan 9 alakohdassa.

&) Tyypillinen pesakemorfologia on kuvattu Il jakson 3 kohdan d alakohdassa.

@) Viljelytestit tai biologiset maaritykset saattavat epdonnistua, jos saprofyyttiset bakteerit kilpailevat taudinaiheuttajan kanssa tai estavat
sen kasvun. Jos seulontatesteistd saadaan selkeasti positiiviset mutta eristystesteistd negatiiviset tulokset, toistetaan eristystestit
samasta sakasta tai otetaan lisd johtosolukkoa samaan nédytteeseen kuuluvien halkaistujen mukuloiden napapéaan lahelté ja testataan
tarvittaessa lisanaytteita.

('?) Oletetun R. solanacearum -kasvintuhoojan isolaattien puhtaan viljelmén tunnistaminen luotettavasti onnistuu VI jakson B kohdassa
kuvattujen testien avulla.

(%) Patogeenisyystesti kuvataan VI jakson C kohdassa.
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3. Menetelmi Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi oireettomista perunoista,
tomaateista tai muista isintikasveista

[ nayte varren palasista ()

SEULONTATESTIT (%)
selektiivinen eritys (*) / IF-testi (°) / PCR-testi (®) / FISH-testi ()
valinnainen lisétesti: ELISA (8), biologinen méaritys (°)

morfologialtaan tyypillisia
pesakkeita (°) eristdmisen jélkeen kaikki tehdyt testit negatiiv.
R. solanacearum -bakteeria ei todettu
< El (") nayte ei ole
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama
@j
( puhdistetaan jatkoviljelemalla )

( TUNNISTUSTESTIT ('2) )—<>—( PATOGEENISYYSTESTI () )

kumpikin testi vahvistaa puhtaan
vilielmén R. solanacearum -bakteeriksi

( patogeenin uuttaminen ja konsentrointi (%) )

nayte ei ole
R. solanacearum -bakteerin saastuttama

nayte on
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama
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" Ks. Il jakson 2.1 kohdasta suositellut ndytekoot.
® Taudinaiheuttajan uuttamis- ja konsentrointimenetelméat kuvataan Il jakson 2.1 kohdassa.
®) Jos vahintaan kahdesta erilaisiin biologisiin periaatteisiin pohjautuvasta testista saadaan positiivinen tulos, eristdminen ja varmistaminen

on tehtéva. Tehdadan vahintdan yksi seulontatesti. Jos tasta testistd saadaan negatiivinen tulos, naytetta pidetaan negatiivisena. Jos
testitulos on positiivinen, on tehtéva toinen tai useampia seulontatesteja eri biologisten periaatteiden pohjalta, jotta ensimmé&inen
positiivinen tulos voidaan vahvistaa. Jos toisesta testista tai muista testeistéd saadaan negatiivinen tulos, naytetta pidetaén negatiivisena.
Talléin ei tarvita lisatesteja.

*) Eristdminen selektiiviselld alustalla kuvataan VI jakson A kohdan 4 alakohdassa.
® IF-testi kuvataan VI jakson A kohdan 5 alakohdassa.

) PCR-testit kuvataan VI jakson A kohdan 6 alakohdassa.

@) FISH-testi kuvataan VI jakson A kohdan 7 alakohdassa.

©®) ELISA-testit kuvataan VI jakson A kohdan 8 alakohdassa.

©® Biologinen méaaritys kuvataan VI jakson A kohdan 9 alakohdassa.

(9 Tyypillinen pesékemorfologia on kuvattu Il jakson 3 kohdan d alakohdassa.

(@) Viljelytestit tai biologiset maaritykset saattavat epdonnistua, jos saprofyyttiset bakteerit kilpailevat taudinaiheuttajan kanssa tai estavat
sen kasvun. Jos seulontatesteissd saadaan positiiviset mutta eristystesteistd negatiiviset tulokset, eristystestit toistetaan.

G Oletetun R. solanacearum -kasvintuhoojan puhtaan viljelmén tunnistaminen luotettavasti onnistuu VI jakson B kohdassa kuvattujen
testien avulla.

(%) Patogeenisyystesti kuvataan VI jakson C kohdassa.
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11 JAKSO

YKSITYISKOHTAISET MENETELMAT RALSTONIA SOLANACEARUM -KASVINTUHOOJAN TOTEAMISEKSI
PERUNAN MUKULOISTA JA PERUNASTA, TOMAATISTA TAI MUUSTA ISANTAKASVISTA, JOSSA ON

1.1

1.2

1.3

2.1

2.2

TUMMAN RENGASMADAN TAI BAKTEERILAKASTUMISTAUDIN OIREITA

Oireet (ks. www-sivusto osoitteessa: http:/[forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

Oireet perunassa

Perunakasvi. Tartunnan varhaisvaihe pellolla voidaan tunnistaa lehdistd, jotka nuutuvat kasvin tyvesté alkaen paivalld
lampimalld sdilld ja toipuvat yolld. Nuutumisen alkuvaiheessa lehdet pysyvit vihreind, mutta myohemmin ne kellas-
tuvat ja niihin kehittyy ruskea nekroosi. Myos epinastiaa esiintyy. Yhden verson tai koko kasvin nuutuminen jia nope-
asti pysyviksi ja johtaa kasvin kollapsiin ja kuolemaan. Nuutuneiden kasvien varsien johtosolukko muuttuu
poikkileikkauksesta tarkasteltuna tavallisesti ruskeaksi, ja maitomaista bakteerimatdd valuu leikatulta pinnalta tai sitd
voidaan pusertaa ulos. Kun leikattu varsi asetetaan veteen, johtosolukkokimpuista valuu limaa.

Perunan mukula. Perunan mukulat leikataan halki maavarren kiinnityskohdan laheltd tai poikkisuuntaan kiinnityskoh-
dan yli. Tartunnan varhaisvaihe ilmenee lasimaisena, keltaisesta vaaleanruskeaan vaihtelevana virityksend johtosoluk-
korenkaassa, josta muutaman minuutin kuluttua pursuaa itsestddn vaaleankeltaista bakteerimdtdd. Myohemmin
johtojanteiden viritys muuttuu selvemmin ruskeaksi ja nekroosi voi laajeta tylppysolukkoon. Myohemmassd vai-
tyy maahiukkasia. Kuoreen voi tulla punaruskeita hieman painuneita vioittumia, kun sisiiset johtosolukot painuvat
kasaan. Taudin my6hemmissd vaiheissa esiintyy yleisesti sekundaarista sieni- ja bakteerimatda.

Oireet tomaatissa

Tomaattikasvi. Ensimmainen nakyva oire on nuorimpien lehtien velttous. Taudinaiheuttajalle suotuisissa ympiristoolo-
suhteissa (maaperdn limpétila noin 25 °C, kylldstyskosteus) on seurauksena muutaman pdivan kuluessa epinastia ja
kasvin yhden puolen tai koko kasvin nuutuminen, mikd johtaa koko kasvin kollapsiin. Vahemman suotuisissa olo-
suhteissa (maaperin ldmpatila alle 21 °C) nuutumista esiintyy vihemmén, mutta varteen saattaa kehittyd suuri maara
versojuuria. Varressa voidaan havaita varren alaosasta lahtevid vettyneitd juovia, jotka ovat osoitus johtojérjestelméin
nekroosista. Jos varsi leikataan poikittaissuunnassa, varren virittyneistd ruskeista johtosolukoista tihkuu valkoista tai
kellertdvaa bakteerimataa.

Oireet muissa isdntikasveissa

Solanum dulcamara- ja S. nigrum -kasvit. Luonnonoloissa nuutumista esiintyy ddrimmdisen harvoin néissd isantina toi-
mivissa rikkakasveissa, ellei maaperan lampatila ylitd 25 °C tai elleivit inokulaattitasot ole darimmdisen korkeita (esim.
S. nigrum, joka kasvaa saastuneiden peruna- tai tomaattikasvien vierelld). Jos nuutumista esiintyy, oireet vastaavat
tomaatin yhteydessd kuvattuja oireita. Nuutumattomissa S. dulcamara -kasveissa, joiden varret ja juuret kasvavat
vedessd, voi ilmetd johtosolukon sisdistd vaaleanruskeaa vdarinmuutosta varren alaosan tai varren vedenalaisen osan
poikkileikkauksessa. Vaikka nuutumisoireita ei olisikaan, bakteereja voi tihkua johtosolukosta tai ne voivat muodos-
taa limanauhoja, jos leikattu varsi asetetaan pystysuoraan veteen.

Pikaseulontatestit

Pikaseulontatestit helpottavat alustavaa taudinmdadritystd, mutta ne eivit ole valttimattomid. Kdytetddn yhtd tai use-
ampaa seuraavista validoiduista testeista:

Valutuskoe

(Ks. VI jakson A kohdan 1 alakohta)

Poly-f-hydroksibutyraattirakeiden (PHB) toteaminen

Tyypilliset PHB-rakeet R. solanacearum -bakteerin soluissa saadaan nikyviin varjaamalld saastuneesta solukosta ote-
tusta bakteerimadastd lampokasittelylld kiinnitetyt preparaatit niilinsiniselld A tai sudaninmustalla (ks. VI jakson A
kohdan 2 alakohta).
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2.3

2.4

4.

1.1

Serologiset agglutinaatiokokeet

(Ks. VI jakson A kohdan 3 alakohta)

Muut testit

Muita soveltuvia pikaseulontatestejd ovat IF-testi (ks. VI jakson A kohdan 5 alakohta), FISH-testi (ks. VI jakson A
kohdan 7 alakohta), ELISA-testit (ks. VI jakson A kohdan 8 alakohta) ja PCR-testit (ks. VI jakson A kohdan 6 alakohta).

Eristimismenettely

a)  Otetaan bakteerilimaa tai vérittyneen solukon pala mukulan johtosolukkorenkaasta tai perunan tai tomaatin tai
muun nuutuvan isintdkasvin varren johtojdnteistd. Suspendoidaan pieneen mairadn steriilid tislattua vettd tai
50 mM fosfaattipuskuriin (lisdys 4). Jatetddn liuos 5-10 minuutiksi.

b)  Valmistetaan suspensiosta kymmenkertaisten laimennosten sarja.

¢) Siirretddn 50-100 pl suspensiota ja laimennoksia tavalliselle ravintoalustalle (NA, YPGA tai SPA; ks. lisdys 2)
ja/tai Kelmanin tetratsoliumalustalle (lisdys 2) ja/tai validoidulle selektiiviselle alustalle (esim. SMSA; ks. liséys 2).
Levitetddn tai sivellddn maljalle tarkoituksenmukaista laimennussarjatekniikkaa kdyttden. Tarvittaessa valmiste-
taan erillisid maljoja, joissa on laimennettua R. solanacearum biovaria 2 -solususpensioviljelmai positiivisena
kontrollina.

d) Inkuboidaan maljoja 2—6 piivin ajan 28 °C:ssa.

— Tavallisella ravintoalustalla elinvoimaiset R. solanacearum -bakteerin isolaatit kehittyvit kermanvalkoisiksi,
litteiksi, epdsdannollisen muotoisiksi ja juokseviksi pesakkeiksi, jotka ovat usein keskeltd tyypillisesti kier-
teisid. Tautia aiheuttamattomat R. solanacearum -bakteerin muodot kehittavit pienid, pyoreitd, voimaisia ja
kokonaisuudessaan kermanvalkoisia pesikkeitd, jotka eivit ole juoksevia.

— Kelmanin tetratsolium- ja SMSA-alustalla kierteet ovat viriltdédn verenpunaisia. Tautia aiheuttamattomat
Ralstonia solanacearum -bakteerin muodot kehittavit pienid, pyoreitd, voimaisia ja kokonaisuudessaan syvin-
punaisia pesikkeitd, jotka eivit juoksevia.

R. solanacearum -kasvintuhoojan tunnistustestit

Testit, joilla vahvistetaan oletettujen R. solanacearum -isolaattien tunnistus, esitetddn VI jakson B kohdassa.

11l JAKSO

Yksityiskohtaiset menetelmit Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi
oireettomista mukulandytteisti

Niytteiden valmistelu

Huomautus:

—  Standardindytekoko on 200 mukulaa testid kohden. Laajempi ndytteenotto edellyttid useampia testejd timankokoisille néyt-
teille. Jos néytteessd on enemmin kuin 200 mukulaa, tulokset saattavat jaddd saamatta tai niitd on vaikea tulkita. Menettelya
voidaan kuitenkin hyvin kiyttdd alle 200 mukulan néytteisiin, jos 200:aa mukulaa ei ole kiytettvissi.

—  Kaikkien jaljempéni kuvattujen toteamismenetelmien validointi perustuu 200 mukulan suuruisen ndytteen testaamiseen.

—  Jaljempdnd kuvattua perunauutetta voidaan kdyttdd myds perunan vaaleaa rengasmdtdd aiheuttavan Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus -bakteerin toteamiseen.

Naytteiden valmistamista edeltdvit vapaavalintaiset esikasittelyt:

a) Inkuboidaan ndytteitd 25-30 °C:ssa enintddn 2 viikon ajan ennen testausta mahdollisten R. solanacearum
-populaatioiden lisadntymisen helpottamiseksi.

b)  Pestddn mukulat. Kunkin naytteen jilkeen kiytetddn tarkoituksenmukaisia desinfiointiaineita (tehtdessd PCR-
testi on kdytettava klooriyhdisteitd patogeenisen DNA:n poistamiseksi) ja puhdistusaineita. [Imakuivataan muku-
lat. Pesumenettelystd on erityistd hyotyd (vaikkakaan sitd ei vaadita), jos ndytteissd on paljon ylimaaraistd
multaa ja jos PCR-testi tai suora eristysmenettely toteutetaan.
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1.1.1

Poistetaan puhtaalla ja desinfioidulla leikkausveitselld tai vihannesveitselld kuori mukulan napapiisti siten, ettd joh-
tosolukot tulevat nakyviin. Leikataan varovasti pieni kartionmuotoinen kappale johtosolukosta kunkin mukulan
napapaistd ja yritetddn pitdd muun solukon kuin johtosolukon osuus mahdollisimman pienend (ks. www-sivusto
osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Huomautus:  Laitetaan sivuun jokainen (pilaantunut) mukula, jossa on tummaksi rengasmadiksi epiiltyja oireita, ja testataan
yksittdin.

Jos napapdan irrottamisen aikana havaitaan tummaksi rengasmidiksi epiiltyjd oireita, mukula olisi tutkittava silma-
miirdisesti ja lohkaistava ldheltd napapiiti. Lohkaistuja mukuloita, joissa on epdilyttivid oireita, olisi siilytettiva
vihintddn 2 vuorokautta huoneenldimmossd korkkiutumisen mahdollistamiseksi, minkd jilkeen mukula sdilytetdin
jadhdytettyni (4-10 °C:ssa) asianmukaisissa karanteenioloissa. Kaikki mukulat (my®s ne, joissa on epdilyttivid oireita)
olisi siilytettavi liitteen III mukaisesti.

Keridtddn napapiikappaleet kdyttdmattomiin kertakdyttoisiin siilytysastioihin, jotka voidaan sulkea ja/tai sinet6idd
(jos astioita kdytetddn uudelleen, ne olisi puhdistettava perusteellisesti ja desinfioitava klooriyhdisteilld). Kappaleet
olisi mieluiten késiteltdva viipymattd. Jos timd ei ole mahdollista, niitd voidaan sdilyttda astiassa — lisidmattd pus-
kurilivosta — jadhdytettyind enintddn 72 tunnin ajan tai huoneenlimmassa enintddn 24 tunnin ajan.

Kasitellddn napapaikappaleet yhtd seuraavista menettelyistd noudattaen: joko

a) peitetddn kappaleet riittdvalld madralld (noin 40 ml) uuttopuskuria (lisdys 4) ja sekoitetaan tasoravistimella
(50-100 rpm:n kierrosnopeudella) neljan tunnin ajan alle 24 °C:ssa tai 16—24 tunnin ajan jadhdytettying;

tai

b) homogenoidaan kappaleet riittavalld mairdlld (noin 40 ml) uuttopuskuria (lisdys 4) joko sekoittimella (esim.
Waring tai Ultra Turrax) tai murskaamalla suljetussa kertakdyttoisessd liotepussissa (esim. luja Stomacher- tai
Bioreba-polyeteenipussi, jonka mitat ovat 150 mm x 250 mm, siteilysteriili) kdyttden kumivasaraa tai sopivaa
jauhamisvilinettd (esim. Homex).

Huomautus:  Niytteiden ristikontaminaation riski on suuri silloin, kun niytteet homogenoidaan sekoittimella. On ryhdyttiva varo-
toimiin roiskumisen tai ldikkymisen valttimiseksi uuttamisprosessin aikana. On varmistettava, ettd jokaista ndytettd
varten kéytetddn vasta steriloituja sekoittimen lapoja ja astioita. Jos aiotaan tehdd PCR-testi, on viltettivdi DNA:n
siirtyminen astioihin tai jauhamislaitteisiin. Tehtdessd PCR-testi on suositeltavaa suorittaa murskaaminen kertakéyt-
toisissd pusseissa ja kdyttdd kertakdyttoisid putkia.

Dekantoidaan supernatantti. Jos liuos on liian sameaa, sité kirkastetaan joko hitaasti sentrifugoiden (enintdan 180 g
kymmenen minuutin ajan 4-10 °C:n limpétilassa) tai suodatetaan liuos (40-100 pm:n huokoskoon vakuumisuo-
datusjirjestelmalld) ja pestddn suodatin vield uuttopuskurilla (10 ml).

Konsentroidaan bakteerifraktio sentrifugoimalla 7 000 g 15 minuutin ajan (tai 10 000 g 10 minuutin ajan) 4-10 °C:n
lampotilassa ja poistetaan supernatantti sakkaa sekoittamatta.

Suspendoidaan sakka uudelleen 1,5 ml:aan sakkapuskuria (lisdys 4). Kdytetddn 500 pl:aa R. solanacearum -bakteerin
testaamiseksi, 500 pl:aa Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus -bakteerin testaamiseksi ja 500 pl:aa vertailutar-
koituksiin. Lisdtddn 10-25 % (v/v) steriilid glyserolia 500 pl:aan vertailuarvona olevaan mdairdosaan ja jiljelld ole-
vaan testimddrdosaan, sekoitetaan ja varastoidaan — 16— 24 °C:n limpdétilaan (viikoiksi) tai — 68— 86 °C:n
lampatilaan (kuukausiksi). Sdilytetddn testimddrdosat 4-10 °C:ssa testauksen ajan.

Toistuva jaddytys ja sulatus ei ole suositeltavaa.

Jos uutetta joudutaan kuljettamaan, toimitus on tehtdvd kylmédlaukussa 24-48 tunnin kuluessa.

Saastunnan vilttdmiseksi on ehdottoman tirkeii kisitelld ndytteet ja R. solanacearum -positiiviset vertailu-, kontrolli-
ja valvontandytteet toisistaan erillidn. Taima koskee sekd immunofluoresenssitestid ettd kaikkia muitakin testej.
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1.2

2.1

Testaus

Ks. vuokaavio ja testien kuvaus sekd optimoidut protokollat niitd késittelevissd lisayksiss:
Eristaminen selektiiviselld alustalla (ks. VI jakson A kohdan 4 alakohta)

IF-testi (VI jakson A kohdan 5 alakohta)

PCR-testi (VI jakson A kohdan 6 alakohta)

FISH-testi (VI jakson A kohdan 7 alakohta)

ELISA-testi (VI jakson A kohdan 8 alakohta)

Biologinen mairitys (VI jakson A kohdan 9 alakohta).

Yksityiskohtaiset menetelmit R. solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi
oireettomista perunoista, tomaateista tai muista isintikasveista

Niytteiden valmistelu

Huomautus: Piilevien R. solanacearum -kantojen toteamiseksi on suositeltavaa kayttdd kokoomandytteitd. Menettelyd voidaan vai-
vatta kdyttdd jopa 200:n varresta otetun osan muodostamiin kokoomandytteisiin. Jos tehdédin tutkimuksia, niiden olisi
perustuttava tilastollisesti edustavaan otokseen tutkittavana olevasta kasvipopulaatiosta.

Kerdtddn 1-2 cm:n kokoiset varren palaset suljettavaan steriiliin astiaan seuraavien naytteenottomenetelmien
mukaisesti:

Tomaatin taimet taimitarhalla: Poistetaan desinfioiduilla leikkausveitselld 1 cm:n palanen kunkin varren alaosasta juuri
maanpinnan ylapuolelta.

Pellolla tai kasvihuoneessa kasvatetut tomaattikasvit: Puhtaalla ja desinfioidulla veitselld poistetaan kustakin kasvista alin
sivuverso leikkaamalla juuri verson ja kasvin paavarren liitoskohdan yldpuolelta. Poistetaan alin 1 cm:n osa kusta-
kin sivuversosta.

Muut isintakasvit: Poistetaan desinfioiduilla leikkausveitselld tai oksasaksilla 1 cm:n palanen kunkin varren alaosasta
juuri maanpinnan yldpuolelta. Jos kyseessd on S. dulcamara tai muu vedessi kasvava isintikasvi, poistetaan 1-2
cm:n osia vedenalaisesta varresta tai ronsystd, jossa on vesijuuria.

Kun ndytteitd otetaan jostakin tietystd paikasta, on suositeltavaa testata tilastollisesti edustava néyte, jossa on vihin-
tidn 10 potentiaalista isdntdrikkakasvia kustakin ndytteenottopaikasta. Taudinaiheuttaja voidaan luotettavimmin
havaita loppukeviasta, kesalld ja syksylld, vaikka luonnossa voidaankin havaita tartuntoja lipi vuoden vesistoissd
kasvavissa monivuotisissa Solanum dulcamara -kasveissa. Tunnettuja isintikasveja ovat ylivuotiset perunakasvit, Sola-
num dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium ja muut Solanaceae-heimon jdsenet. Muita isdntikasveja ovat Pelargo-
nium spp. ja Portulaca oleracea. Muita eurooppalaisia rikkakasvilajikkeita, joiden juurissa ja/tai ritsosfaarissd (juurten
ympiristossd) voidaan tietyissid ympéristdoloissa tavata R. solanacearum biovarin 2 rodun 3 populaatioita, ovat Atrip-
lex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranun-
culus scleratus, Rorippa spp., Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussilago farfarra ja Urtica dioica.

Huomautus:  Kasveja voidaan tdssd vaiheessa tarkastella silmdmaaraisesti sisdisten oireiden varalta (johtosolukon virjaytyminen
tai bakteerimitd. Laitetaan sivuun kaikki varren osat, joissa on oireita, ja testataan erikseen (ks. II jakso).

Desinfioidaan varren osat pikaisesti 70-prosenttisella etanolilla ja kuivataan valittomasti paperipyyhkeeseen taput-
tamalla. Kisitellddn tdimin jalkeen varren palaset yhtd seuraavista menettelyistd noudattaen: joko

a)  peitetddn kappaleet riittavalld mddralld (noin 40 ml) uuttopuskuria (lisdys 4) ja sekoitetaan tasoravistimella
(50-100 rpm:n kierrosnopeudella) neljan tunnin ajan alle 24 °C:ssa tai 16—24 tunnin ajan jadhdytettying; tai

b) kisitellddn vélittomisti jauhamalla palaset lujassa pussissa (esim. Stomacher tai Bioreba) siten, ettd siind on
sopiva madrd uuttopuskuria (lisdys 4), kdyttden kumivasaraa tai sopivaa jauhamisvilinettd (esim. Homex). Jos
timd ei ole mahdollista, varastoidaan varren palaset jadhdytettyind enintdin 72 tunnin ajan tai huoneenlim-
mossd enintdan 24 tunnin ajan.

Dekantoidaan supernatantti, kun seos on saanut seistd 15 minuuttia.

Uutteen kirkastaminen lisdé tai bakteerifraktion konsentrointi ei yleensd ole tarpeen mutta voidaan tehdi suodatta-
malla ja/tai sentrifugoimalla, kuten III jakson 1.1.3-1.1.5 kohdassa kuvataan.
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2.1.5 Jaetaan laimentamaton tai konsentroitu ndyteuute kahteen yhti suureen osaan. Pidetddn toista osaa 4-10 °C:n lim-
potilassa testauksen ajan ja varastoidaan toinen puolisko 10-25 %:ssa (v[v) steriilissd glyserolissa — 16— 24 °Cin
limpatilaan (viikoiksi) tai — 68— 86 °C:n limpatilaan (kuukaudeksi), mikali lisdtestaus on tarpeen.

2.2  Testaus

Ks. vuokaavio ja testien kuvaus sekd optimoidut protokollat niitd kasittelevissd lisayksiss:
Eristaminen selektiiviselld alustalla (ks. VI jakson A kohdan 4 alakohta)

IF-testi (VI jakson A kohdan 5 alakohta)

PCR-testi (VI jakson A kohdan 6 alakohta)

FISH-testi (VI jakson A kohdan 7 alakohta)

ELISA-testi (VI jakson A kohdan 8 alakohta)

Biologinen maaritys (VI jakson A kohdan 9 alakohta).
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IV JAKSO

1. Menetelmi R. solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi vedesti

[ vesinayte () )

( patogeenin konsentrointi (2) )

SEULONTATESTI
selektiivinen eristaminen (%)
valinnaiset lisétestit: biologinen maaritys (*) / rikastus-PCR (%) / rikastus-ELISA (%)

morfologialtaan tyypillisia pesékkeita (7)
eristdmisen jalkeen

R. solanacearum -bakteeria ei todettu

< El () néyte ei ole

R. solanacearum -bakteerin
| KYLLA l

saastuttama
( puhdistetaan jatkoviljelemalla )

( TUNNISTUSTESTIT (%) )—<>—( PATOGEENISYYSTESTI (1) ]

kumpikin testi vahvistaa puhtaan
vilielmén R. solanacearum -bakteeriksi

ndyte ei ole
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama

ndyte on
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama
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" Ks. suositellut ndytekoot IV jakson 2.1 kohta.

® Taudinaiheuttajan konsentrointimenetelmat kuvataan IV jakson 2.1 kohdassa. Konsentroinnissa seké taudinaiheuttajan etté sen kanssa
kilpailevien saprofyyttisten bakteerien populaatiot kasvavat, ja sitéd suositellaankin ainoastaan, jos sen seurauksena eristystesti ei tule

mahdottomaksi.
® Eristaminen selektiiviselld alustalla kuvataan VI jakson A kohdan 4 alakohdassa.
*) Biologinen maéaritys kuvataan VI jakson A kohdan 9 alakohdassa.
® Rikastuksen PCR-menetelméat kuvataan VI jakson A kohdan 4.2 alakohdassa seké VI jakson A kohdan 6 alakohdassa.
) Rikastuksen ELISA-menetelmat kuvataan VI jakson A kohdan 4.2 alakohdassa seké VI jakson A kohdan 8 alakohdassa.

@) Tyypillinen pesékemorfologia on kuvattu Il jakson 3 kohdan d alakohdassa.

©®) Viljelytestit saattavat ep&donnistua, jos saprofyyttiset bakteerit kilpailevat taudinaiheuttajan kanssa tai estéavat sen kasvun. Jos epéillaan,
ettéd saprofyyttiset populaatiot vaikuttavat erityksen luotettavuuteen, eristystestit toistetaan sen jalkeen, kun nayte on laimennettu
steriililla vedella.

©® Oletetun R. solanacearum -kasvintuhoojan puhtaan viljelmén tunnistaminen luotettavasti onnistuu VI jakson B kohdassa kuvattujen
testien avulla.

&) Patogeenisyystesti kuvataan VI jakson C kohdassa.



27.7.2006

Euroopan unionin virallinen lehti

L 206/55

2.1

2.2

Menetelmit R. solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi vedesti
Periaate

Tissd jaksossa kuvattavaa validoitua toteamismenettelyd sovelletaan taudinaiheuttajan havaitsemiseksi pintavesindyt-
teistd, ja sitd voidaan soveltaa myos perunanjalostuksessa syntyvien tai muiden jitevesien néytteiden testaamiseen.
On kuitenkin huomattava, ettd odotettu havaitsemisherkkyys vaihtelee substraatin mukaisesti. Eristystestin herkkyy-
teen vaikuttavat kilpailevien saprofyyttisten bakteerien populaatiot, jotka ovat yleensd huomattavasti suurempia
perunanjalostuksen jdtevesissd ja muissa jitevesissd kuin pintavedessi. Vaikka jiljempana kuvattavalla menettelylld
odotetaan havaittavan niinkin pienii pitoisuuksia kuin 10* solua litraa kohden, havaitsemisherkkyys on todenni-
koisesti merkittavasti pienempi, kun kyseessd ovat perunanjalostuksen jatevedet tai muut jtevedet. Timan vuoksi
suositellaan, ettd jitevedet testataan mahdollisten puhdistuskasittelyiden (esim. sedimentointi tai suodatus) jalkeen,
jolloin saprofyyttisten bakteereiden populaatiot ovat pienempid. Testimenettelyn herkkyyteen liittyvit rajoitukset
on pidettavi mielessd, kun arvioidaan mahdollisesti saatujen negatiivisten tulosten luotettavuutta. Vaikka titd menet-
telyd on onnistuneesti kdytetty tutkimustyossd, jolla on pyritty maarittdimédan taudinaiheuttajan esiintyminen pinta-
vedessd, menettelyn rajoitukset on tunnettava, jos sitd kdytetddn vastaaviin tutkimuksiin, jotka koskevat
perunanjalostuksessa syntyvid jatevesid tai muita jatevesi.

Niytteiden valmistelu

Huomautus:
— R solanacearum havaitaan pintavedestd luotettavimmin loppukevddstd, kesdlld tai syksylld, kun veden lampdtila on yli 15 °C.

—  Toistamalla néytteenotto médritetyistd ndytteenottopaikoista eri aikoina edelld kuvatun kauden aikana voidaan vahentad ilmas-
tollisten vaihteluiden vaikutuksia ja ndin parantaa havaitsemisluotettavuutta.

—  Runsaiden sateiden ja vesiston maantieteellisen muodon vaikutus on otettava huomioon, jotta voidaan valttdd laajan laimen-
tumisen vaikutukset, jotka voisivat kitked taudinaiheuttajan esiintymisen.

—  Pintavesindytteitd otetaan isantikasvien laheisyydestd, jos nditd kasveja esiintyy.

Vesindytteet kerdtddn valikoiduista néytteenottopaikoista tayttdmalld kertakdyttoiset steriilit putket tai pullot yli
30 cm syvyydessi ja enintddn 2 m etdisyydelld rannasta, jos mahdollista. Jalostus- ja jitevesindytteet kerdtddn jite-
veden laskupaikalta. Suositeltava ndytekoko on enintddn 500 ml ndytteenottopaikkaa kohden. Jos halutaan kayttaa
pienempié néytteitd, on suositeltavaa ottaa naytteitd vahintddn kolmesti kustakin ndytteenottopaikasta ja siten, ettd
kukin ndyte koostuu kahdesta samanlaisesta vihintdaan 30 mln osandytteesti. Intensiivistd tutkimusty6td varten vali-
taan vahintddn 3 ndytteenottopaikkaa 3 vesistokilometrid kohden ja varmistetaan, ettd myos vesistoon laskevista
sivujoista ja -puroista otetaan naytteet.

Naytteet kuljetetaan pimeissi ja viiledssd (4-10 °C) ja testataan 24 tunnin kuluessa.
Bakteerifraktio voidaan tarvittaessa konsentroida jollakin seuraavista menetelmista:

a)  Sentrifugoidaan 30-50 mln osandytteitd 10 000 g:ssa 10 minuutin ajan (tai 7 000 g:ssa 15 minuutin ajan)
mieluiten 4-10 °C:ssa, poistetaan supernatantti ja suspendoidaan pelletti uudelleen 1 ml:aan pellettipuskuria
(lisdys 4).

b) Kalvosuodatus (vihimmaiishuokoskoko 0,45 pm), minka jilkeen pestddn suodatin 5-10 mlssa pellettipusku-
ria ja sdilytetddn pesuliuos. Timd menetelmd soveltuu suurille vesimaarille, jotka sisdltavat vahaisid madria
saprofyytteja.

Konsentrointia ei yleensd suositella perunan jalostuksessa syntyvén jiteveden tai muun jiteveden néytteille, koska
kilpailevien saprofyyttisten bakteereiden populaatioiden kasvu estdi Ralstonia solanacearum -bakteerien havaitsemisen.

Testaus

Ks. vuokaavio ja testien kuvaus niitd ksittelevissa lisayksissa.
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selektiivinen eristdminen (2)
valinnainen lisétesti: rikastus-PCR (%) / biologinen méaaéritys (*)

V JAKSO
1. Menetelmi R. solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi maaperisti

( maaperénayte (") )

( patogeenin uuttaminen )

SEULONTATESTI J

morfologialtaan tyypillisia pesakkeita (°)

o kaikki tehdyt testit negatiivisia
eristamisen jéalkeen

l

R. solanacearum -bakteeria ei todettu

< El (%) néyte ei ole

R. solanacearum -bakteerin
l KYLLA l

saastuttama
( puhdistetaan jatkoviljelemalla )

[ TUNNISTAMISTESTI (7) )—<>—( PATOGEENISYYSTESTI (%) )

kumpikin testi vahvistaa puhtaan
vilielmén R. solanacearum -bakteeriksi

ndyte ei ole
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama

ndyte on
R. solanacearum -bakteerin
saastuttama
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@)
®)
©)
)
©)
©)

Q)
©)

Ks. suositellut ndytteenottomenettelyt V jakson 2.1 kohta.

Eristdminen selektiivisella alustalla kuvataan VI jakson A kohdan 4 alakohdassa.

Rikastuksen PCR-menetelméat kuvataan VI jakson A kohdan 4.2 alakohdassa seké VI jakson A kohdan 6 alakohdassa.

Biologinen méaaritys kuvataan VI jakson A kohdan 9 alakohdassa.

Tyypillinen pesékemorfologia on kuvattu Il jakson 3 kohdan d alakohdassa.

Viljelytestit saattavat ep&donnistua, jos saprofyyttiset bakteerit kilpailevat taudinaiheuttajan kanssa tai estéavét sen kasvun. Jos epéillaan,
ettéd saprofyyttiset populaatiot vaikuttavat erityksen luotettavuuteen, eristystestit toistetaan sen jalkeen, kun naytettd on uudelleen
laimennettu.

Oletetun R. solanacearum -kasvintuhoojan puhtaan viljelmén tunnistaminen luotettavasti onnistuu VI jakson B kohdassa kuvattujen
testien avulla.

Patogeenisyystesti kuvataan VI jakson C kohdassa.



Euroopan unionin virallinen lehti

27.7.2006

2.1

2.2

Menetelmit R. solanacearum -kasvintuhoojan toteamiseksi ja tunnistamiseksi maaperisti
Periaatteet

Tassd jaksossa kuvattavaa validoitua toteamismenettelya sovelletaan taudinaiheuttajan havaitsemiseksi maaperandyt-
teissd, mutta sitd voidaan soveltaa myos perunan jalostuksessa syntyvin kiintedn jitteen tai viemdrilietteen nayttei-
den testaamiseen. On kuitenkin huomattava, etti nimi menetelmit eivit ole riittivan herkkid sen takaamiseksi,
ettd silld havaittaisiin pienet ja/tai epitasaisesti jakautuneet Ralstonia solanacearum -populaatiot, joita voi esiintyd
ndistd substraateista saaduissa luonnollisesti saastuneissa ndytteissa.

Taman testimenettelyn herkkyyden asettamat rajoitukset olisi otettava huomioon, kun arvioidaan mahdollisesti saa-
tujen negatiivisten tulosten luotettavuutta seki silloin kun menettelya kdytetddn tutkimuksissa, joilla pyritddn maa-
rittdmdan taudinaiheuttajan esiintyminen maaperissi tai lietteessd. Luotettavin testi taudinaiheuttajan toteamiseksi
maaperdstd on se, ettd istutetaan taudille altis kasvi ja seurataan, saako se tartunnan. Téllikdin menetelmalld ei
tosin havaita alhaisia saastumistasoja.

Nidytteiden valmistelu

Naytteenotto peltomaasta tehddin sukkulamatojen varalta tehtdvissd ndytteenotossa kaytettavien yleisten periaat-
teiden mukaisesti. Kerdtdin 0,5-1 kg maata naytettd kohden 10-20 cm syvyydelti siten, ettd ndytteenottopaikkoja
on 60 jokaista 0,3 ha kohden (tai ruudukosta, joka on 7 x 7 m). Jos taudinaiheuttajaa epiillddn esiintyvin, keruu-
pisteiden méérd nostetaan 120:een 0,3 ha kohden. Naytteet siilytettddn 12-15 °C:ssa ennen testausta. Naytteet peru-
noiden jalostuksen jételietteestd ja viemdrilietteestd otetaan kerdamalld yhteensd 1 kg paikoista, jotka edustavat
tutkittavan lietteen kokonaismairdd. Ndytteet sekoitetaan hyvin ennen testaamista.

Hajotetaan maaperistd tai lietteestd otetut 10-25 g:n osandytteet tasoravistimella (250 rpm) 60-150 ml:aan uutto-
puskuria (lisdys 4) enintddn 2 tunnin ajan. Dispersiota voidaan tarvittaessa auttaa lisidmalld 0,02 % steriilid Tween-
20:td ja 10-20 g steriilid soraa.

Suspensio pidetddn 4 °C:ssa testauksen aikana.

Testaus

Ks. vuokaavio ja testien kuvaus niitd kasittelevissd lisdyksissa.

VI JAKSO

OPTIMOIDUT PROTOKOLLAT R. SOLANACEARUM -KASVINTUHOOJAN TOTEAMISEKSI JA
TUNNISTAMISEKSI

Maritys- ja toteamistestit

Valutuskoe

R. solanacearum -bakteerin esiintyminen nuutuvissa perunan, tomaatin tai muun isdntikasvin varsissa voidaan osoit-
taa seuraavan yksinkertaisen ennakoivan testin avulla: Leikataan varsi aivan maanpinnan ylidpuolelta. Suspendoi-
daan leikkuupinta putkelliseen puhdasta vettd. Seurataan, alkaako leikatuista johtosolukimpuista muutaman
minuutin kuluttua spontaanisti valua bakteerilimarihmoja.

Poly-f-hydroksibutyraattirakeiden (PHB) toteaminen

1. Valmistetaan mikroskooppilevylle preparaatti saastuneesta solukosta saadusta bakteerimadastd tai 48 tunnin
viljelméstd YPGA- tai SPA-alustalla (lisdys 2).

2. Valmistetaan positiiviset kontrollipreparaatit R. solanacearum -bakteerin biovarin 2 kannasta ja negatiivinen
kontrollipreparaatti tunnetusti PHB-negatiivisesta lajista, jos tima katsotaan hyodylliseksi.

3. Annetaan kuivua ja kuljetetaan kunkin levyn pohjaa nopeasti liekin ylld preparaattien kiinnittdmiseksi.

4. Virjatddn preparaatti joko niilinsiniselld tai sudaninmustalla ja tutkitaan sitd mikroskoopilla seuraavasti:
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Niilinsiniselld tehtévd testi

(S

)

Peitetddn kukin preparaatti niilinsinisen A 1-prosenttisella vesiliuoksella. Inkuboidaan 10 minuuttia 55 °C:ssa.

Valutetaan virjaava liuos pois. Pestddn nopeasti vedelld hiljaa valuvan hanan alla. Poistetaan ylimddrdinen vesi
paperipyyhkeelld.

Peitetddn preparaatti 8-prosenttisella etikkahapon vesiliuoksella ja annetaan inkuboitua 1 minuutin ajan
laboratorioldimpétilassa.

Pestddn nopeasti vedelld hiljaa valuvan hanan alla. Poistetaan ylimddrdinen vesi paperipyyhkeelld.

Kostutetaan uudelleen pisaralla vettd. Asetetaan peitelasi.

Tutkitaan varjdytynyttd preparaattia mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonlihteelld, aallon-
pituudella 450 nm 6ljy- tai vesi-immersio-objektiivin 600-1 000-kertaisella suurennoksella.

Seurataan, esiintyyko PHB-rakeiden kirkkaan oranssia fluoresenssia. Tarkastellaan my6s tavanomaisessa valais-
tuksessa sen varmistamiseksi, ettd rakeet ovat solunsisaisid ja ettd solujen morfologia on tyypillinen R. solana-
cearum -bakteerille.

Sudaninmustalla tehtdvd testi

a)  Peitetddn kukin preparaatti sudaninmustan B 0,3-prosenttisella 70-prosenttisessa etanolissa olevalla liuoksella.
Inkuboidaan 10 minuutin ajan laboratoriolimpatilassa.

b) Valutetaan virjdavd liuos pois. Pestddn nopeasti vedelli hanan alla. Poistetaan ylimdardinen vesi
paperipyyhkeelld.

¢) Kastetaan levyt pikaisesti ksyloliin. Taputellaan kuivaksi paperipyyhkeelld. Varoitus: Ksyloli on haitallinen aine.
Tarvittaviin varotoimiin on ryhdyttiva. Tydskennellddn vetokaapissa.

d)  Peitetddn levyt 0,5-prosenttisella (w/v) safraniinin vesiliuoksella ja jatetddn 10 sekunniksi laboratorioldamp6ti-
laan. Varoitus: Safraniini on haitallinen tuote. Tarvittaviin varotoimiin on ryhdyttdva. Tyoskennellddn vetokaapissa.

¢) Pestddn vedelld hiljaa valuvan hanan alla. Kuivataan paperipyyhkeelld ja asetetaan peitelasi.

f)  Tutkitaan virjdytynyttd preparaattia valomikroskoopilla oljyimmersio-objektiivin 1 000-kertaisella
suurennoksella.

g) R solanacearum -bakteerin solujen PHB-rakeet vérjaytyvit sinimustiksi ja soluseinit vaaleanpunaisiksi.

3. Serologiset agglutinaatiokokeet

Bakteerimadissi tai oireilevassa kudoksessa olevien R. solanacearum -solujen agglutinaatio voidaan havaita parhai-
ten kayttimilld validoituja vasta-aineita (ks. lisdys 3), jotka on leimattu soveltuvilla virimarkkereilla, kuten punai-
silla Staphylococcus aureus -soluilla tai varillisilld lateksihiukkasilla. Jos kiytetddn kaupallista testisarjaa (ks. lisdys 3),
on noudatettava valmistajan ohjeita. Muussa tapauksessa toimitaan seuraavan menettelyn mukaisesti:

a)

Sekoitetaan leimatun vasta-aineen suspensiota ja bakteerimitdd pisaroina (noin 5 pl kumpaakin) monisyven-
nyslevyjen syvennyksissa.

Valmistetaan positiivinen ja negatiivinen kontrolli kdyttimalld R. solanacearum biovarin 2 suspensiota ja hete-
rologista kantaa.

Positiivissa ndytteissd voidaan havaita agglutinaatio, kun niitd on kevyesti sekoitettu 15 sekunnin ajan.
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4.

4.1

4.2

Eristiminen selektiiviselld alustalla

Valikoiva maljaus

Huomautus:  Ennen kuin titd menetelmdd kiytetddn ensimmdisen kerran, on suoritettava alustavia testejd, jolla varmistetaan, ettd
aiemmin negatiivisiksi testattuihin ndyteuutteisiin lisétyt R. solanacearum -bakteerin pesikkeitd muodostavat yksikot
(10°-10*/ml) voidaan todeta. Testi on voitava toistaa.

Kaytetddn asiamukaisesti validoitua selektiivistd alustaa, esim. SMSA:ta (sellaisena kuin se muutettuna Elphinstone et
al., 1996; ks. lisdys 2).

R. solanacearum -bakteerin erottaminen muista alustalla mahdollisesti kehittyvistd bakteereista edellyttdd huolellisuutta.
R. solanacearum -pesikkeet voivat lisiksi olla morfologialtaan epityypillisid, jos alustalla on liian suuri populaatio tai
jos myds antagonistisia bakteereita esiintyy. Jos epdilldén kilpailua tai antagonismia, néyte olisi testattava uudestaan
eri testid kdyttden.

Tamin menetelman tunnistamisherkkyys on suurin, kun kiytetddn vasta valmistettuja néyteuutteita. Menetelmaa voi-
daan kuitenkin kiyttdd myos silloin, kun uutteita on siilytetty glyserolissa — 68— 86 °C:ssa.

Positiivisiksi kontrolleiksi valmistetaan kymmenkertaiset laimennokset suspensiosta, jossa on 10° PMY/ml R. sola-
nacearum -bakteerin virulenttia biovari 2 -kantaa (esim. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Mahdollisen kon-
taminaation valttdmiseksi positiiviset kontrollit on valmistettava tdysin erillddn testindytteista.

Ennen kuin vasta valmistettua selektiivisen alustan erdd kdytetddn rutiinindytteiden testaamiseen, olisi testattava sen
soveltuvuus taudinaiheuttajan kasvattamiseen.

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin ndyte (ndytteet).

Kéytetddn tarkoituksenmukaista laimennussarjatekniikkaa, jolla pyritddn varmistamaan, ettd mahdolliset taustalla
olevat saprofyyttiset pesikkeitd muodostavat populaatiot laimentuvat pois. Levitetddn levyd kohden 50-100 pl ndy-
teuutetta ja kutakin laimennosta.

Inkuboidaan levyjd 28 °C:n limpétilassa. Tarkastellaan levyjd 48 tunnin kuluttua ja timin jilkeen pdivittdin kuu-
den piivin ajan. Tyypilliset R. solanacearum -pesikkeet SMSA-alustalla ovat maidonvalkoisia, litteitd, epdsddnnollisid
ja juoksevia, ja kolmen pdivin inkubaation jilkeen niiden keskustaan kehittyy vaaleanpunaisesta verenpunaiseen
vaihtelevaa viritystd, johon liittyy sisdinen raidoitus tai kierteet. (ks. www-sivusto osoitteessa
http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Huomautus:  Talld alustalla muodostuu joskus epityypillisid R. solanacearum -pesikkeitd. Nimd voivat olla pienid, pyoreiti, tdysin
punaisia ja ei-juoksevia tai ainoastaan osittain juoksevia. Taman vuoksi niitd on vaikeaa erottaa saprofyyttisista pesik-
keitd muodostavista bakteereista.

Puhdistetaan oletetut R. solanacearum -pesakkeet sen jilkeen, kun ne on sivelty tai laimennettu tavanomaiselle ravin-
toalustalle eristettyjen pesdkkeiden saamiseksi (ks. lisdys 2).

Viljelmia sdilytetddn lyhyen aikaa steriilissd vedessd (pH 6—8, klooriton) huoneenlimmossd ja pimedssd tai pidem-
min aikaa soveltuvassa kylmédsuojaavassa alustassa — 68— 86 °C:ssa tai ne lyofilisoidaan.

Tunnistetaan oletetut viljelmit (ks. VI jakson B kohta) ja tehdddn patogeenisyystesti (ks. VI jakson C kohta).
Laimennussarjatestin tulosten tulkinta

Laimennussarjatesti on negatiivinen, jos yhtdan pesikettd ei ole havaittu kuuden paivan jilkeen tai jos yhtdan R.
solanacearum -bakteerille tyypillistd pesikettd ei loydetd edellyttien, ettd ei epdilli muiden bakteerien kilpailevaa tai
estdvaa vaikutusta ja ettd R. solanacearum -bakteerin tyypillisid pesikkeitd 16ytyy positiivisesta kontrollista.

Laimennussarjatesti on positiivinen, jos oletettuja R. solanacearum -bakteerin pesikkeiti eristetdan.
Rikastusmenettely
Kaytetddn validoitua rikastusalustaa kuten muutettua Wilbrinkin lientd (ks. lisdys 2).

Talld menettelylld voidaan valikoivasti kasvattaa R. solanacearum -populaatioita néyteuutteissa ja lisitd toteamisherkkyyttd.
Menettely laimentaa myds tehokkaasti PCR-reaktion inhibiittoreita (1:100). On kuitenkin huomattava, ettd R. solanacearum
-bakteerin rikastaminen voi epdonnistua saprofyyttisten organismien kilpailun tai estovaikutuksen vuoksi, silld namd rikastuvat
usein samanaikaisesti. R. solanacearum -bakteerin eristaminen rikastetuista liemiviljelmistd voi tamdn vuoksi olla vaikeaa. Koska
serologisesti samankaltaisten saprofyyttien populaatiot voivat kasvaa, suositellaan spesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden
kayttamistd polyklonaalisten vasta-aineiden sijaan, kun Raytetidn ELISA-testid.
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4.2.1

422

4.2.3

4.2.4

5.1

Rikastus-PCR:4d varten siirretdan 100 pl ndyteuutetta 10 ml:aan rikastuslientd (lisdys 2), joka on aiemmin jaettu
DNA-vapaisiin putkiin tai pulloihin. Rikastus-ELISAa varten ndyteuutteen suhde liemeen voi olla suurempi (esim.
100 pl 1,0 ml:ssa rikastuslienta).

Inkuboidaan 72 tuntia 27-30 °C:ssa ravisteltavassa viljelmassi tai staattisessa viljelmassa siten, ettd korkit ovat 16y-
sdlld ilmanvaihdon turvaamiseksi.

Sekoitetaan hyvin ennen ELISA- tai PCR-testeihin kdyttamistd.

Rikastuslientd kdytetddn edelld mainituissa testeissd samoin kuin ndytteitakin.

Huomautus:  Jos epdilldén, ettd R. solanacearum -bakteerin rikastaminen voi estyi tiettyjen kilpailevien saprofyyttisten bakteerien
suurten populaatioiden vuoksi, parempia tuloksia voidaan saada rikastamalla ndyteuutteita ennen sentrifugointia tai
muuta konsentrointivaihetta.

Immunofluoresenssitesti (IF)

Periaate

[F-testin kdytto padasiallisena seulontatestind on suositeltavaa, koska se on todistetusti riittavin herkkd vaadittavien
kynnysarvojen saavuttamiseksi.

Kun IF-testid kdytetddn padasiallisena seulontatestini ja IF-testin tulos on positiivinen, toisena seulontatestind on
tehtdvi eristimistesti, PCR- tai FISH-testi. Jos [F-testid kdytetddn toisena seulontatestind ja IF-testin tulos on positii-
vinen, vuokaavion mukainen lisitestaus on tarpeen analyysin suorittamiseksi.

Huomautus: ~ Kéytetdin validoitua R. solanacearum -vasta-aineiden lihdettd (ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main). On suositeltavaa mérittad titteri kullekin uudelle vasta-aine-erille. Titteri médritelladn
korkeimmaksi laimennokseksi, jolla optimaalinen reaktio tapahtuu, kun testataan suspensiota, joka sisiltdd R. sola-
nacearum  -bakteerin  homologisesta kannasta  saatuja  soluja, 10°-10°/ml, sopivalla fluoreseiini-
isotiosyanaattikonjugaatilla (FITC) valmistajan suositusten mukaisesti. Validoidun polyklonaalisen antiseerumin
[F-titterin olisi oltava vihintddn 1:2 000. Testauksen aikana vasta-aineita olisi kiytettdva lahelld titterid olevassa tai
titterin suuruisessa tyoskentelylaimennoksessa (tai -laimennoksissa).

Testi olisi tehtdvi vasta valmistetuista ndyteuutteista. Testi voidaan tarvittaessa tehdid uutteista, joita on siilytetty
- 68— 86 °C:ssa glyserolissa. Glyseroli voidaan poistaa ndytteestd lisddmalld 1 ml sakkapuskuria (lisdys 4), sentrifu-
goimalla uudelleen 15 minuutin ajan 7 000 g:ssi ja suspendoimalla uudelleen yhtd suureen maariin puskuriliuosta.
Tama ei ole useinkaan vilttimatontd erityisesti, jos néytteet kiinnitetddn levyihin liekittdmalla.

Valmistetaan erilliset positiiviset kontrollilevyt R. solanacearum -bakteerin homologisesta kannasta tai mistd tahansa
muusta vertailukannasta, jotka on suspendoitu perunauutteeseen, kuten lisdyksen 3 B kohdassa tismennetdin, ja
vaihtoehtoisesti puskuriliuokseen.

Luonnollisesti saastunutta solukkoa (joka on sdilytetty lyofilisoimalla tai pakastamalla — 16— 24 °C:ssa) olisi mahdollisuuk-
sien mukaan kiytettivi vertailua varten samalla levylla.

Negatiivisina kontrolleina kaytetddn sellaisia ndyteuutteen miirdosia, jotka on aiemmin testattu R. solanacearum
-bakteerin osalta negatiivisiksi.

Taman testin yhteydessd kdytettaviksi on saatavilla standardoituja positiivisia ja negatiivisia kontrollimateriaaleja,
jotka luetellaan lisayksessa 3.

Kaytetddn mikroskoopin monisyvennyslevyja, joissa on mieluiten 10 halkaisijaltaan vahintddn 6 mm:n syvennysta.

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin néyte (néytteet).

Kdsitellddn testilevyt yhdelld seuraavista menettelyista:

i) Pelletit, joissa on suhteellisen vihin tirkkelysta:

Pipetoidaan mitattu vakiomédrd (15 pl on sopiva halkaisijaltaan 6 mm:n syvennykseen — lisdtddn madrad
samassa suhteessa suuremmille syvennyksille) suhteessa 1:100 laimennettua, uudelleen suspendoitua sakkaa
ensimmdiseen syvennykseen. Pipetoidaan samanlainen méird laimentamatonta sakkaa (1:1) rivin muihin syven-
nyksiin. Jaljelld olevaa rivid voidaan kayttdd toisintona tai toiselle naytteelle kuten kuviossa 1 on esitetty.
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i) Muut pelletit:

Valmistetaan kymmenkertaisia laimennoksia (1:10, 1:100) uudelleen suspendoidusta sakasta sakkapuskuriin.
Pipetoidaan mitattu vakiomdird (15 pl on sopiva halkaisijaltaan 6 mm:n syvennykseen — lisdtddn maara
samassa suhteessa suuremmille syvennyksille) uudelleen suspendoitua sakkaa ja kutakin laimennosta riville
syvennyksid. Jaljelld olevaa rivid voidaan kdyttdd toisintona tai toiselle ndytteelle kuten kuviossa 2 on esitetty.

5.2 Annetaan pisaroiden kuivua huoneenldimmossi tai liammittdmalld 40-45 °C:n limpotilaan. Kiinnitetddn bakteeri-
solut levylle joko kuumentamalla (15 minuuttia 60 °C:n lampétilassa), liekittdmilld tai 95 % etanolilla tai vasta-
aineiden toimittajien nimenomaisten ohjeiden mukaisesti.

Kiinnitettyjd levyjd voidaan tarvittaessa sdilyttdd jaddytettyind kuivatusainetta sisiltivissd laatikossa mahdollisim-
man lyhyen aikaa (enintddn 3 kuukautta) ennen lisitestejd.

5.3 IF-menettely

i)  Testilevyn valmistaminen 5.1 alakohdan i alakohdan mukaisesti:

Valmistetaan kaksinkertaisten laimennosten sarja. Ensimmaisen syvennyksen olisi oltava 1/2 titterid (T/2), ja
muiden 1/4 titterid (T/4), 1/2 titterid (T/2), titteri (T) ja titteri kaksinkertaisena (2T).

ii)  Testilevyn valmistaminen 5.1 alakohdan ii alakohdan mukaisesti:

Valmistetaan tyoskentelylaimennos vasta-aineesta IF-puskuriin. Tyoskentelylaimennos vaikuttaa spesifisyyteen.

Kaavio 1. Testilevyn valmistaminen 5.1 alakohdan i alakohdan ja 5.3 alakohdan i alakohdan mukaisesti

Laimennokset uudelleen suspendoidusta sakasta

1/100 1/1 1/1 1/1 1/1 O  Uudelleen suspendoidun
sakan laimennos

(T = titteri) T/2 T4 T2 T 2T O Antiseerumin/vasta-aineen
kaksinkertaiset
laimennokset

Niyte 1 .1 .2 .3 .4 . 5

Naytteen 1 toisinto tai

e 2 .6 .7 .8 .9 .10

Kaavio 2. Testilevyn valmistaminen 5.1 alakohdan ii alakohdan ja 5.3 alakohdan ii alakohdan mukaisesti

Ty6skentelylaimennos antiseerumista/vasta-aineesta

11 1/10  1/100 Tyhja Tyhja [ Uudelleen suspendoidun
sakan kymmenkertainen
laimennos

©0000.

Naytteen 1 toisinto tai

ndyte 2 . . . . .
6 7 8 9 10
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5.3.1

5.3.3

5.4

5.4.1

5.4.2

543

5.4.4

Jarjestetddn levyt kostean paperipyyhkeen pdille. Tdytetddn testisyvennykset kokonaisuudessaan vasta-aineen lai-
mennoksella tai laimennoksilla. Syvennyksiin lisittivin vasta-aineen tilavuuden on vastattava vihintdin levitetyn
uutteen tilavuutta.

Seuraava menettely olisi toteutettava, jos vasta-aineiden toimittajilta ei ole saatu nimenomaisia ohjeita:

Inkuboidaan levyjd kannen alla kostealla paperilla 30 minuutin ajan huoneenlimm®éssi (18-25 °C).

Ravistetaan pisarat pois kaikilta levyiltd ja huuhdellaan levyt varovasti IF-puskurilla. Pestddn 5 minuutin ajan
[F-puskuri-Tweenilld (lisdys 4) ja sen jilkeen IF-puskurissa. Viltetddn roiskeita tai pisaroiden kulkeutumista, joista
saattaa olla seurauksena ristikontaminaatio. Poistetaan varovasti ylimaardinen kosteus paperipyyhkeelld.

Jarjestetadn levyt kostean paperin pdlle. Tdytetddn testisyvennykset FITC-konjugaatin laimennoksella, jota on kay-
tetty titterin madrittimiseen. Syvennyksiin lisityn konjugaatin méiran on vastattava lisityn vasta-aineen maaréa.

Inkuboidaan levyt kannen alla kostealla paperilla 30 minuutin ajan huoneenlimmossi (18-25 °C).

Ravistetaan konjugaattipisarat pois levyltd. Huuhdellaan ja pestdan kuten edelld (5.3.3 alakohta).

Poistetaan varovasti ylimaariinen kosteus paperipyyhkeelld.

Pipetoidaan 5-10 pl 0,1 M fosfaattipuskuroitua glyserolia (lisdys 4) tai vastaavaa kaupallisesti saatavilla olevaa haa-
listumiselta suojaavaa peittausainetta kuhunkin syvennykseen ja asetetaan peitelasi.

[F-testin lukeminen

Tutkitaan testilevyja mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonlahteelld, FITC:n eksitaatioon sopi-
villa suodattimilla 6ljy- tai vesi-immersio-objektiivin 500-1 000-kertaisella suurennoksella. Tarkastellaan objekti-
kenttdd laidasta laitaan pystysuoraan ja vaakasuoraan ja kiertimalld ulkoreunaa pitkin. Naytteistd, joissa ei ndy
yhtéin tai vain hyvin vdhin soluja, tarkastellaan vihintdan 40 mikroskooppikenttid.

Tutkitaan ensin positiiviset kontrollilevyt. Solujen on oltava kirkkaasti fluoresoivia ja tiydellisesti virjaytyneitd maa-
ritellylld vasta-ainetitterilld tai tyoskentelylaimennoksella. IF-testi (VI jakson A kohdan 5 alakohta) on uusittava, jos
vérjdytyminen ei ole taydellistd.

Tarkastellaan testisyvennyksissd kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen R. solanacearum
-bakteerille (ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluoresenssin
intensiteetin on vastattava positiivista kontrollikantaa samassa vasta-ainelaimennoksessa. Sellaisia soluja, joiden var-
jaytyminen on epatdydellista tai joiden fluoresenssi on heikko, ei oteta huomioon.

Jos epdillddn kontaminaatiota, testi on toistettava. Ndin saattaa kiydd, jos kaikilla erdn levyilld on positiivisia soluja
puskurin kontaminaation vuoksi tai jos positiivisia soluja 16ytyy (levyn syvennysten ulkopuolelta) levyn kalvolta.

Immunofluoresenssitestien spesifisyyteen liittyy useita ongelmia. Perunan napapiiden ja varren palasten sakassa
esiintyy todennakoisesti morfologisesti eptyypillisid fluoresoivien solujen ja R. solanacearum -bakteerin kanssa kool-
taan ja morfologialtaan samanlaisten ristiin reagoivien saprofyyttisten bakteerien populaatioita.

Tarkastellaan ainoastaan fluoresoivia soluja, joilla on tyypillinen koko ja morfologia vasta-ainetitterissd tai
-tyoskentelylaimennoksessa, kuten 5.3 alakohdassa kuvattiin.
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5.4.5 IF-testin tulosten tulkinta:

i)  Jos naytteestd 10ytyy kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen, arvioidaan tyypillisten
solujen keskimaardinen lukumaird mikroskooppikenttdd kohden ja lasketaan ndiden solujen lukuméard uudel-
leen suspendoidun sakan millilitraa kohden (lisdys 5).

IF-testin tulos on positiivinen, jos naytteissi on vihintddn 5 x 10° tyypillistd solua uudelleen suspendoidun
sakan millilitraa kohden. Naytettd pidetddn mahdollisesti saastuneena, ja lisitestaus on tarpeen.

i) IF-testin tulos on negatiivinen, jos niytteissa on vihemman kuin 5 x 10 solua uudelleen suspendoidun sakan
millilitraa kohden, ja ndytettd pidetddn negatiivisena. Lisdtestausta ei vaadita.

6. PCR-testi
Periaatteet

Kun PCR-testid kdytetddn pddasiallisena seulontatestini ja siitd saadaan positiivinen tulos, toisena pakollisena seu-
lontatestind on tehtdva eristys- tai [F-testi. Kun PCR-testid kdytetddn toisena seulontatestini ja siitd saadaan positii-
vinen tulos, vuokaavion mukainen lisitestaus on tarpeen madrityksen tekemiseksi.

Tatd menetelmad on suositeltavaa kayttdd padasiallisena seulontatestind ainoastaan, jos kaytettavissd on sen tekemi-
seen vaadittavaa erityisasiantuntemusta.

Huomautus:  Alustavan testauksen tilli menetelmalld pitiisi mahdollistaa se, ettd voidaan todeta aiemmin negatiivisiksi testattui-
hin néyteuutteisiin lisdtyt R. solanacearum -bakteerin solut (10°~10*/ml). Testi on voitava toistaa. Optimointikokeet
saattavat olla tarpeen herkkyyden ja spesifisyyden maksimoimiseksi kaikissa laboratorioissa.

Kiytetddn validoituja PCR-reagensseja ja -testausprotokollia (ks. lisdys 6). Olisi mielellddn valittava menetelmd, johon
kuuluu sisdinen kontrolli.

On toteutettava tarkoituksenmukaisia varotoimia, jotta valtetddn ndytteen kontaminaatio kohde-DNA:1la. PCR-testi
olisi annettava kokeneiden teknikoiden tehtdviksi erikoistuneissa molekyylibiologian laboratorioissa, jotta minimoi-
daan nédytteen mahdollinen kontaminaatio kohde-DNA:lla.

Negatiivisia kontrolleja (DNA:n uuttamis- ja PCR-menettelyjen osalta) olisi aina késiteltivd menettelyn viimeisena
ndytteend, jotta voitaisiin osoittaa selvisti, onko DNA:n siirtymistd tapahtunut.

PCR-testiin olisi sisallytettivd seuraavat negatiiviset kontrollit:

— ndyteuute, joka on aiemmin testattu R. solanacearum -bakteerin suhteen negatiiviseksi,
— puskurikontrollit, joita kdytetddn bakteerin ja DNA:n uuttamiseksi ndytteestd,

—  PCR-reaktioseos.

Testissd olisi kdytettdvd seuraavia positiivisia kontrolleja:

— uudelleen suspendoitujen sakkojen maariosat, joihin R. solanacearum -bakteeri on lisétty (valmistus ks. lisdyk-
sen 3 B kohta),

—  vesisuspensio R. solanacearum -bakteerin virulentista isolaatista (esim. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857;
ks. lisiyksen 3 B kohta) saaduista soluista, 10° solua/ml,

— jos mahdollista, PCR-testissd kaytetddn myos positiivisista kontrollindytteistd saatua DNA:ta.
Mahdollisen kontaminaation vilttimiseksi positiiviset kontrollit valmistetaan erilldin testindytteisti.

Niyteuutteiden olisi oltava mahdollisimman puhtaita mullasta. Joissakin tapauksissa saattaisi siksi olla suositeltavaa
valmistaa uutteet pestyistd perunoista, mikali aiotaan kayttdd PCR-testausprotokollia.

Tamadn testin yhteydessd kdytettdviksi on saatavilla standardoituja positiivisia ja negatiivisia kontrollimateriaaleja,
jotka luetellaan lisdyksessd 3.
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6.1

DNA:n puhdistusmenetelmit

Kiytetddn edelld kuvattuja negatiivisia ja positiivisia kontrollindytteitd (ks. lisdys 3).

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin néyte (néytteet).

Kohde-DNA:n eristimiseksi kompleksisista niytealustoista on kiytettavissd useita eri menetelmis, joilla voidaan pois-
taa PCR:n ja muiden entsyymireaktioiden inhibiittorit ja konsentroida kohde-DNA néyteuutteessa. Seuraava mene-
telmd on optimoitu kéytettdvaksi lisiyksessd 6 kuvatuilla validoiduilla PCR-menetelmilla.

a) Pastrikin menetelma (2000)

—

)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

Pipetoidaan 220 pl lyysipuskuria (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) 1,5 ml:n
eppendorfputkeen.

Lisdtddn 100 pl ndyteuutetta ja asetetaan kuumentimelle tai vesihauteeseen 95 °C:ssa 10 minuutin ajaksi.
Siirretddn putki jaihin 5 minuutiksi.

Lisdtddn 80 pl lysotsyymikantalivosta (50 mg lysotsyymia/ml 10 mM Tris HCl:ssa, pH 8,0) ja inkuboidaan
37 °C:ssa 30 minuutin ajan.

Lisdtddn 220 pl Easy DNA® -livosta A (Invitrogen), sekoitetaan hyvin vorteksoimalla ja inkuboidaan
65 °C:ssa 30 minuutin ajan.

Lisdtddn 100 pl Easy DNA® -liuosta B (Invitrogen), vorteksoidaan voimakkaasti, kunnes sakka valuu put-
kessa vapaasti ja ndyte on kauttaaltaan yhtildisen viskoosi.

Lisataan 500 pl kloroformia ja vorteksoidaan, kunnes viskositeetti vihenee ja seos on homogeeninen.
Sentrifugoidaan 15 000 g 20 minuutin ajan 4 °C:ssa faasien erottamiseksi ja interfaasin muodostamiseksi.
Siirretddn ylifaasi puhtaaseen eppendorfputkeen.

Lisitdan 1 ml 100 % etanolia (- 20 °C), vorteksoidaan pikaisesti ja inkuboidaan jdissd 10 minuutin ajan.
Sentrifugoidaan 15 000 g 20 minuutin ajan 4 °C:ssa ja poistetaan etanoli pelletisti.

Lisataan 500 pl 80 % etanolia (- 20 °C) ja sekoitetaan kaddntelemilld putkea.

Sentrifugoidaan 15 000 g 10 minuutin ajan 4 °C:ssa, sddstetddn pelletti ja poistetaan etanoli.

Annetaan pelletin kuivua ilmassa tai DNA Speed Vac -laitteessa.

ldimpoon vihintddn 20 minuutin ajaksi.
Varastoidaan - 20 °C:ssa, kunnes naytettd tarvitaan PCR-testissd.

Erotetaan mahdollinen valkea sakka sentrifugoimalla, ja PCR-médritykseen kdytetdan 5 pl DNA:ta siséltd-
véi liuosta.

b) Muut menetelmit

Muita DNA:n uuttamismenetelmid (esim. Qiagen Dneasy Plant Kit) voidaan kdyttdd, jos niiden on osoitettu
olevan yhti tehokkaita DNA:n puhdistamisessa kontrollindytteistd, jotka sisaltivit 10°-10*
taudinaiheuttajasolua/ml.
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6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.3

6.3.1

PCR-testi

Valmistetaan PCR-testin testi- ja kontrollitemplaatit validoitujen testausprotokollien mukaisesti (VI jakson A koh-
dan 6 alakohta). Valmistetaan yksi kymmenkertainen laimennos DNA-ndyteuutetta (1:10 ultrapuhtaaseen veteen).

Valmistetaan tarkoituksenmukainen PCR-reaktioseos julkaistujen testausprotokollien mukaisesti (lisdys 6) kontami-
naatiolta vapaassa ympiristssi. Jos mahdollista, on suositeltavaa kiyttdd moninkertaisista PCR-protokollaa, johon
sisdltyy my0s sisdinen PCR-kontrolli.

Lisdtddn 2-5 pl DNA-uutetta 25 pl:aan PCR-reaktioseosta steriileihin PCR-putkiin PCR-protokollien mukaisesti (ks.
lisdys 6).

Otetaan ainoastaan PCR-reaktioseosta sisdltiva negatiivinen kontrollindyte ja lisdtddn ndytteen sijasta ultrapuhdasta
vettd samasta lahteestd, jota kaytettiin PCR-seoksessa.

Asetetaan putket samaan limposyklilaitteeseen, jota kidytettiin esitestauksessa, ja ajetaan asianmukaisesti optimoitu
PCR-ohjelma (lisdys 6).

PCR-tuotteen mddrittdaminen

Erotetaan PCR-amplikonit agaroosigeelielektroforeesilla. Lisitddn vihintddn 12 pl monistettua DNA-reaktioseosta
jokaisesta ndytteestd ja sekoitetaan se 3 pl:aan latauspuskuria (lisdys 6) 2,0 % (w/v) agaroosigeelissi trisasetaattielekt-
roforeesipuskurissa (TAE) (lisdys 6) ajaen geelid 5-8 V/cm. Kdytetddn tarkoituksenmukaista DNA-markkeria, ‘esim.
100 emdsparia.’

Saatetaan DNA-fragmentit ndkyviin virjadmalld ndyte etidiumbromidiliuoksessa (0,5 mg/l) 30-60 minuutin ajan
huolehtien asianmukaisista varotoimista timadn mutageenin kasittelyssa.

Tarkastellaan varjaytynyttd geelid UV-lipivalaisulla (\ = 302 nm) odotetunkokoisten monistettujen PCR-tuotteiden
(lisdys 6) 16ytamiseksi ja dokumentoidaan tiedot.

Kaikkien uusien 16ydosten/tapausten osalta varmistetaan PCR-amplikonin autenttisuus tekemalld restriktioentsyy-
mianalyysi jdljelld olevan monistetun DNA:n néytteelle inkuboimalla optimilimpétilassa ja -ajassa tarkoituksenmu-
kaisella entsyymilld ja puskurilla (ks. lisdys 6). Méddritetddn pilkotut fragmentit agaroosigeelielektrofereesilld kuten
edelld ja tarkkaillaan tyypillistd restriktiofragmenttikuviota UV-ldpivalaisulla etidiumbromidivarjayksen jdlkeen ja ver-
rataan pilkkoutumattomiin ja pilkottuihin positiivisiin kontrolleihin.

PCR-testin tulosten tulkinta

PCR-testin tulos on negatiivinen, jos odotetunkokoista R. solanacearum -spesifisti PCR-amplikonia ei todeta kysei-
sestd ndytteestd, mutta se todetaan kaikista positiivisista kontrollindytteistd (kun on kyse moninkertaisista PCR-
tuotteista, joilla on kasveille spesifiset sisiset kontrollialukkeet: toinen odotetunkokoinen PCR-tuote on monistettava
kyseiselld naytteelld).

PCR-testin tulos on positiivinen, jos odotetunkokoinen R. solanacearum -spesifinen PCR-amplikoni ja odotettu rest-
riktioreaktio (jos sellaista vaaditaan) todetaan edellyttden, ettd sitd ei ole monistettu mistddn negatiivisesta kontrol-
lindytteesta. Positiivisen tuloksen luotettava varmistus voidaan saada my0s toistamalla testi toisilla PCR-alukkeilla
(lisdys 6).

Huomautus: ~ PCR:n inhibitiota voidaan epiilld, jos odotettu amplikoni saadaan positiivisesta kontrollindytteestd, joka sisaltad
R. solanacearum -bakteeria vedessd, mutta negatiiviset tulokset saadaan positiivisista kontrolleista, jotka sisaltavat R.
solanacearum  -bakteeria perunauutteessa. Moninkertaisten reaktioiden méiritykseen perustuvissa PCR-
testausprotokollissa, joissa on mukana sisdinen PCR-kontrolli, reaktion inhibitio ndyttdd olevan kyseessa silloin, jos
ei saada kumpaakaan niistd kahdesta amplikonista.

Saastuntaa voidaan epiilld, jos odotettua amplikonia ei saada yhdestd tai useammasta negatiivisesta kontrollista.
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7.1

FISH-testi
Periaate

Kun FISH-testid kiytetddn ensimmdisend seulontatestind ja siitd saadaan positiivinen tulos, toisena pakollisena seu-
lontatestind on tehtdv eristystesti tai [F-testi. Kun FISH-testid kaytetddn toisena seulontatestind ja siitd saadaan posi-
tiivinen tulos, vuokaavion mukainen lisdtestaus on tarpeen méirityksen tekemiseksi.

Huomautus:  Kdytetddn validoituja R. solanacearum -spesifisid oligokoettimia (lisdys 7). Alustavan testauksen tilli menetelmalld
pitdisi mahdollistaa se, ettd voidaan toistettavasti todeta aiemmin negatiivisiksi testattuihin nayteuutteisiin lisdtyt
R. solanacearum -bakteerin solut vihintdin pitoisuudella 10°~10*/ml.

Menettely voidaan tarvittaessa kuitenkin tehdd nayteuutteille, joita on sailytetty glyserolissa — 16— 24 °C:ssa tai
- 68— 86 °C:ssa.

Negatiivisina kontrolleina kiytetdin sellaisia niyteuutteen osia, jotka on aiemmin testattu R. solanacearum -bakteerin
osalta negatiivisiksi.

Positiivisiksi kontrolleiksi valmistetaan suspensioita, jotka sisiltivit 10°~10° soluajml R. solanacearum -bakteerin
biovaria 2 (esim. kanta NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, ks. lisdys 3) 0,01 M fosfaattipuskurissa (PB) 3—5 vuo-
rokauden viljelmasti. Valmistetaan erilliset positiiviset kontrollilevyt R. solanacearum -bakteerin homologisesta kan-
nasta tai mistd tahansa muusta vertailukannasta, jotka on suspendoitu perunauutteeseen, kuten lisdyksen
3 B kohdassa tdsmennetddn.

FITC-leimatun eubakteriaalisen oligokoettimen kaytto toimii kontrollina hybridisaatioprosessissa, silld se virjdd
kaikki ndytteessd olevat eubakteerit.

Tamin testin yhteydessd kaytettaviksi on saatavilla standardoituja positiivisia ja negatiivisia kontrollimateriaaleja,
jotka luetellaan lisiyksen 3 A kohdassa.

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin niyte (ndytteet).

Perunauutteen fiksointi

Seuraava testausprotokolla on periisin lahteestd Wullings et al., (1998):

Valmistetaan kiinniteliuos (ks. lisdys 7).

Pipetoidaan 100 pl kustakin niyteuutteesta eppendorfputkeen ja sentrifugoidaan 7 minuuttia 7 000 g:ss.

Poistetaan supernatantti ja liuotetaan sakka 200 pl:aan kiinniteliuosta, joka on valmistettu < 24 tuntia aiemmin.
Sekoitetaan vorteksilla ja inkuboidaan tunnin ajan jddkaapissa.

Sentrifugoidaan 7 minuutin ajan 7 000 g:ssd, poistetaan supernatantti ja suspensoidaan pelletti uudelleen 75 pl:aan
0,01 M fosfaattipuskuria (ks. lisdys 7).

Tiputetaan 16 pl kiinnitettyjd suspensioita kuvassa 7,1 esitetylle puhtaalle monitestilevylle. Laitetaan kullekin levylle
2 laimentamatonta eri ndytettd ja kdytetdan 10 pl 1/100-laimennoksen (0,01 M:ssa fosfaattipuskuria) tekemiseksi.
Jaljelld oleva niyteliuos (49 pl) voidaan varastoida - 20 °C:ssa, kun sithen on lisdtty 1 tilavuus 96-prosenttista eta-
nolia. Jos FISH-testi on toistettava, poistetaan etanoli sentrifugoimalla ja lisitddn sama méird 0,01 M fosfaattipus-
kuria (sekoitetaan vorteksilla).

Kuvio 7.1 FISH-levy

Nayte 1 Nollakoe Nollakoe Nollakoe Nayte 2
syvennys 1 syvennys 2 syvennys 3 syvennys 4 syvennys 5
Nayte 1 Nollakoe Nollakoe Nollakoe Nayte 2
syvennys 6 syvennys 7 syvennys 8 syvennys 9 syvennys 10
Peitelasi 1 Peitelasi 2
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7.1.6

7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.2.4

7.2.5

7.2.6

7.2.7

7.2.8

7.2.9

7.3

7.3.2

IImakuivataan levyt (tai kuivataan ne levynkuivaajalla 37 °C:ssa) ja kiinnitetddn ne liekittamalla.

Tisséd vaiheessa menettely voidaan keskeyttdd, ja hydridisaatiota voidaan jatkaa seuraavana péivind. Levyt olisi sdi-
lytettdavd polyltd suojassa ja kuivassa paikassa huoneenldimmaossi.

Hybridisaatio

Poistetaan soluista vesi vaiheittain 50-, 80- ja 96-prosenttisessa etanolissa minuutin ajan kussakin. Ilmakuivataan

levyt levynpidikkeessa.

Valmistellaan kostea inkubaatiokammio peittdmalld ilmatiiviin laatikon pohja paperi- tai suodatinpaperilla, joka on
kastettu 1X hybmixiin (lisdys 7). Esi-inkuboidaan laatikko hybridisaatiouunissa 45 °C:ssa vihintdidn 10 minuutin

ajan.

Asetetaan 10 pl hybridisaatioliuosta (lisdys 7) kunkin levyn 8 syvennykseen (syvennykset 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 ja 10;
ks. kuva 7.1) siten, ettd kaksi keskimmaistd syvennysta (3 ja 8) jaavit tyhjiksi.

Asetetaan peitelasit (24 x 24 mm) ensimmdiseen ja neljddn viimeiseen syvennykseen siten, ettd viliin ei jad ilmaa.
Laitetaan levyt esilimmitettyyn kosteaan kammioon ja hybridisoidaan 5 tuntia pimeissd uunissa 45 °C:ssa.

Valmistetaan 3 dekanterilasia, joiden koostumus on seuraava: 1 I Milli Q (molekyylisuodattimilla puhdistettua) -vettd,
111X hybmix (334 ml 3X hybmix ja 666 ml Milli Q -vettd) ja 111/8X hybmix (42 ml 3X hybmix ja 958 ml Milli
Q -vettd). Esi-inkuboidaan kukin vesihauteessa 45 °C:ssa.

Poistetaan peitelasit levyiltd ja asetetaan levyt levytelineeseen.

Pestddn ylimddrdinen koetin inkuboimalla 15 minuutin ajan dekanterilasissa, jossa on 1X hybmix, 45 °C:ssa.

Siirretddn levyteline 1/8X hybmix -pesuliuokseen ja inkuboidaan vield 15 minuutin ajan.

Kastetaan levyt pikaisesti Milli Q -veteen ja asetetaan ne suodatinpaperille. Poistetaan liiallinen kosteus peittimalld
pinta kevyesti suodatinpaperilla. Pipetoidaan 5-10 pl haalistumiselta suojaavaa peittausainetta (esim. Vectashield,
Vecta Laboratories, CA, USA, tai vastaavaa) jokaiseen syvennykseen ja asetetaan iso peitelasi (24 x 60 mm) koko
levyn pdille.

FISH-testin lukeminen

Tutkitaan levyt vilittomasti mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonldhteelld, 6ljyimmersio-
objektiivin 630-1 000-kertaisella suurennoksella. FITC:iin sopivilla suodattimilla niytteen eubakteerisolut (mukaan
luettuina useimmat gramnegatiiviset solut) fluoresoivat vihreini. Kun kiytetddn tetrametyylirodamiini-5-
isotiosyanaatille tarkoitettua suodatinta, Cy3-virjétyt R. solanacearum -bakteerin solut nikyvit fluoresoivan punai-
sina. Verrataan solujen morfologiaa positiivisten kontrollien morfologiaan. Solujen on oltava kirkkaasti fluoresoivia
ja tdydellisesti vérjaytyneitd. FISH-testi (VI jakson A kohdan 7 alakohta) on toistettava, jos virjdytyminen on poik-
keavaa. Tutkitaan syvennyksid tarkasti kohtisuoraan kahden halkaisijan suuntaisesti ja pitkin aukon kehdd. Nayt-
teistd, joissa ei ndy yhtéin tai vain hyvin vdhin soluja tarkastellaan vihintddn 40 mikroskooppikenttéa.

Tarkastellaan testisyvennyksissd kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen R. solanacearum
-bakteerille (ks. www-sivusto osoitteessa http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). Fluoresenssin
intensiteetin on vastattava vahintddn positiivisen kontrollikannan fluoresenssin intensiteettid. Sellaisia soluja, joiden
vérjdytyminen on epatdydellistd tai joiden fluoresenssi on heikko, ei oteta huomioon.

Jos epdillddn kontaminaatiota, testi on toistettava. Ndin saattaa kdydd, jos kaikilla erdn levyilld on positiivisia soluja
puskurin saastumisen vuoksi tai jos positiivisia soluja 1oytyy (levyn syvennysten ulkopuolelta) levyn kalvolta.
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7.3.4 FISH-testin spesifisyyteen liittyy useita ongelmia. Perunan napapaiden ja varren palasten sakassa saattaa esiintyd
morfologisesti epatyypillisid fluoresoivien solujen ja R. solanacearum -bakteerin kanssa kooltaan ja morfologialtaan
samanlaisten ristiin reagoivien saprofyyttisten bakteerien populaatioita, vaikkakin huomattavasti harvemmin kuin
IF-testissd.

Ainoastaan ne fluoresoivat solut, jotka ovat kooltaan ja morfologialtaan tyypillisid, on otettava huomioon.

FISH-testin tulosten tulkinta

ii)

FISH-testistd saadaan validit tulokset, jos FITC-suodatinta kiyttden havaitaan kirkkaan vihreitd fluoresoivia
soluja, joiden koko ja morfologia on R. solanacearum -bakteerille tyypillinen, ja jos rodamiinisuodatinta kéyt-
tden havaitaan kirkkaan punaisia fluoresoivia soluja kaikissa positiivissa kontrolleissa muttei yhdessakddn nega-
tiivisessa kontrollissa. Jos ndytteestd 10ytyy kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen,
arvioidaan tyypillisten solujen keskiméddrdinen lukumaird mikroskooppikenttdd kohden ja lasketaan niiden
solujen lukumddrd uudelleen suspendoidun sakan millilitraa kohden (lisdys 4). Naytteitd, joissa on vahintddn
5 x 10° tyypillistd solua uudelleen suspendoidun sakan millilitraa kohden, pidetian mahdollisesti saastuneina.
Lisétestaus on tarpeen. Néytteité, joissa on vihemman kuin 5 x 10 tyypillistd solua uudelleen suspendoidun
sakan millilitraa kohden, pidetddn negatiivisina.

FISH-testin tulos on negatiivinen, jos rodamiinisuodatinta kdyttden ei havaita kirkkaan punaisia fluoresoivia
soluja, joiden koko ja morfologia on R. solanacearum -bakteerille tyypillinen edellyttden, ettd tyypillisid kirk-
kaan punaisia fluoresoivia soluja havaitaan positiivisissa kontrollivalmisteissa silloin, kun kéytetddn
rodamiinisuodatinta.

ELISA-testi

Periaate

ELISA-testid voidaan kdyttdd ainoastaan valinnaisena testin IF-, PCR- tai FISH-testin lisiksi, koska testin herkkyys
on verrattain alhainen. Kun kdytetddn DAS ELISA -testid, rikastus ja monoklonaalisten vasta-aineiden kaytto ovat
pakollisia (ks. www-sivusto http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main). Naytteiden rikastus ennen
ELISA-testin kiyttod voi olla hyodyllistd testin herkkyyden parantamiseksi, mutta se voi epdonnistua ndytteessa ole-
vien muiden organismien kilpailun vuoksi.

Huomautus:  Kéytetddn validoitua R. solanacearum -vasta-aineiden lihdettd (ks. www-sivusto http://forum.europa.eu.int/Public/

irc/sanco/Home/main). On suositeltavaa mérittad titteri kullekin uudelle vasta-aine-erille. Titteri madritellddn kor-
keimmaksi laimennokseksi, jolla optimaalinen reaktio tapahtuu, kun testataan suspensiota, joka sisiltdd millilitraa
kohden 10°~10° R. solanacearum -bakteerin homologisesta kannasta saatua solua, ja kun kiytetdin sopivia sekundaa-
reja vasta-ainekonjugaatteja valmistajan suositusten mukaisesti. Testauksen aikana vasta-aineita olisi kdytettava ldhelld
kaupallisesti saatavilla olevaa titterid olevassa tai titterin suuruisessa tyoskentelylaimennoksessa.

Miritetddn vasta-aineiden titteri suspensiossa, jossa on millilitraa kohden 10°-10° solua R. solanacearum -bakteerin
homologisesta kannasta.

Negatiiviksi kontrolleiksi otetaan ndyteuute, joka on aiemmin testattu negatiiviseksi R. solanacearum -bakteerin osalta,
seki fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (PBS) oleva bakteeri, joka ei reagoi ristiin.

Positiivisena kontrollina kdytetdin sellaisia ndyteuutteen osia, jotka on aiemmin testattu R. solanacearum -bakteerin
osalta negatiivisiksi ja joihin on sekoitettu millilitraa kohden 10°~10* R. solanacearum -bakteerin biovarin 2 solua
(esim. kanta NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, ks. lisiyksen 2 A ja B kohta). Tulosten vertailemiseksi kullakin
levylld kéytetddn standardiliuosta, jossa on millilitraa kohden 10°~10° R. solanacearum -solua fosfaattipuskuroi-
dussa suolaliuoksessa. On varmistettava, ettd positiiviset kontrollit on tarkoin erotettu testattavista naytteistd
mikrotitterilevylla.

Tamin testin yhteydessd kaytettdviksi on saatavilla standardoituja positiivisia ja negatiivisia kontrollimateriaaleja,
jotka luetellaan lisdyksen 3 A kohdassa.

Testataan kontrollimateriaali samalla tavoin kuin niyte (niytteet).

Kaksi ELISA-protokollaa on validoitu.

a) Episuora ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

1) Kdytetddn 100-200 pl ndyteuutteen osia. (Kuumentaminen 100 °C:ssa 4 minuutin ajan vesihauteessa tai
kuumentimella voi joissakin tapauksissa vihentda ei-spesifisid tuloksia.)

2) Lisdtddn sama tilavuusmaird vikevyydeltddn kaksinkertaista kiinnityspuskuria (lisdys 4) ja sekoitetaan
vorteksilla.

3) Lisdtddn 100 pl:aa kuhunkin, vahintddn kahteen, mikrotitterilevyn syvennykseen (esim. Nunc-Polysorp tai
vastaava). Inkuboidaan tunnin ajan 37 °C:ssa tai yon yli 4 °C:ssa.



Euroopan unionin virallinen lehti

27.7.2006

10)

Kaadetaan uutteet pois syvennyksista. Pestddn syvennykset kolme kertaa PBS-Tweenilld (lisdys 4) siten, ettd
viimeinen pesuliuos jitetddn syvennyksiin vahintddn 5 minuutiksi.

Valmistetaan sopiva laimennos R. solanacearum -bakteerin vasta-aineista estopuskuriin (lisdys 4). Validoi-
duista kaupallisista vasta-aineista kdytetddn suositeltuja laimennoksia (yleensd kaksinkertainen konsentraa-
tio titteriin verrattuna).

Lisdtddn 100 pl kuhunkin syvennykseen ja inkuboidaan tunnin ajan 37 °C:ssa.

Kaadetaan vasta-aineliuos syvennyksisti ja pestddn kuten edelld (kohta 4).

Valmistetaan sopiva laimennos sekundaarista vasta-aine-emaisfosfataasikonjugaattia estopuskuriin. Lisd-
tddn 100 pl kuhunkin syvennykseen ja inkuboidaan tunnin ajan 37 °C:ssa.

Kaadetaan konjugaattivasta-aine syvennyksisti ja pestdin kuten edelld (kohta 4).

Lisatdan 100 pl emiksistd fosfataasisubstraattiliuosta (lisdys 4) kuhunkin syvennykseen. Inkuboidaan pime-
dssd huoneenlimmossd ja mitataan absorbanssi 405 nm:ssd sddannoéllisesti 90 minuutin valein.

b) DASI ELISA

1)

Valmistetaan sopiva laimennos R. solanacearum -bakteerin polyklonaalisista immunoglobuliinivasta-aineista
kiinnityspuskuriin, pH 9,6 (lisdys 4). Lisitddn 200 pl kuhunkin syvennykseen. Inkuboidaan 37 °C:ssa
4-5 tunnin ajan tai 4 °C:ssa 16 tunnin ajan.

Pestddn syvennykset kolme kertaa PBS-Tweenilld (lisdys 4).

Lisdtddn 190 pl ndyteuutetta vahintddn kahteen syvennykseen. Lisitidn myos positiiviset ja negatiiviset
kontrollit kahteen syvennykseen kullakin levylld. Inkuboidaan 16 tunnin ajan 4 °C:ssa.

Pestddn syvennykset kolme kertaa PBS-Tweenilld (lisdys 4).

Valmistetaan sopiva laimennos R. solanacearum -bakteerille spesifisistd monoklonaalisista vasta-aineista fos-
faattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS) (lisdys 4), joka sisdltdd myos 0,5 % naudan seerumin albumiinia
(BSA), ja lisitaan 190 pl kuhunkin syvennykseen. Inkuboidaan kahden tunnin ajan 37 °C:ssa.

Pestddn syvennykset kolme kertaa PBS-Tweenilld (lisdys 4).

Valmistetaan sopiva laimennus hiiren vasta-aineimmunoglobuliineja konjugoituna eméksiseen fosfataasiin
fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa. Lisdtddn 190 pl kuhunkin syvennykseen. Inkuboidaan kahden tun-
nin ajan 37 °C:ssa.

Pestddn syvennykset kolme kertaa PBS-Tweenilld (lisdys 4).

Valmistetaan emiksinen fosfataasisubstraattiliuos, jossa on 1 mg p-nitrofenyylifosfaattia substraattipusku-
rin millilitraa kohden (lisdys 4). Lisdtdan 200 pl kuhunkin syvennykseen. Inkuboidaan pimedssd huoneen-
limmossd ja mitataan absorbanssi 405 nm:ssd saannollisesti 90 minuutin valein.

ELISA-testitulosten tulkinta

ELISA-testi on negatiivinen, jos kahden ndytteen keskimairdinen optinen tiheys (OD) on < 2 x negatiivisen kont-
rollindytesyvennyksen OD, silld edellytykselld, ettd kaikkien positiivisten kontrollien OD on suurempi kuin 1,0 (kun
kontrolleja on inkuboitu 90 minuutin ajan substraatin kanssa) ja enemman kuin kaksinkertainen negatiivista ndy-
teuutteista saatuun OD:hen verrattuna.

ELISA-testi on positiivinen, jos kahden ndytesyvennyksen keskiméddrdinen OD on > 2 x negatiivisen ndyteuutteen
syvennyksen OD, silld edellytykselld, ettd kaikkien negatiivisten kontrollisyvennysten OD on < 2 x positiivisten
kontrollisyvennysten OD.
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9.1

9.2

9.2.1

9.2.2

9.3

9.4

Negatiivinen ELISA-tulos positiivisissa kontrollisyvennyksissd osoittaa, ettd testid ei ole tehty oikein tai se on inhi-
boitunut. Positiiviset ELISA-tulokset negatiivisissa kontrollisyvennyksissa ilmaiset, ettd testissd on tapahtunut risti-
kontaminaatiota tai epaspesifistd vasta-aineen sitoutumista.

Biologinen mairitys

Huomautus:  Alustavan testauksen tdlli menetelmilld pitdisi mahdollistaa se, ettd voidaan todeta aiemmin negatiivisiksi testattuihin
néyteuutteisiin lisdtyt R. solanacearum -bakteerin pesikkeitd muodostavat yksikét (10°~10%) (valmistus ks. lisdys 3).
Testi on voitava toistaa.

Suurinta todentamisherkkyyttd voidaan odottaa, kun kaytetddn vasta valmistettua niyteuutetta optimaalisissa kas-
vuolosuhteissa. Menetelmaa voidaan kuitenkin kdyttdd menestyksekkadsti myos sellaisiin uutteisiin, joita on varas-
toitu glyserolissa - 68— 86 °C:ssa.

Seuraava testausprotokolla on periisin ldhteestd Janse (1988):

Testikasveina kdytetddn 10 kasvia, jotka ovat taudille altista kolmilehtiasteella olevaa tomaattilajiketta (esim. Money-
maker tai lajike, jonka alttiuden testilaboratorio on madrittinyt vastaavaksi). Viljelyn yksityiskohdista tarkemmin
ks. lisdys 8. Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdd munakoisoja (esim. lajike Black Beauty tai lajikkeet, joiden alttius on
vastaava). Kdytetddn ainoastaan kasveja, jotka ovat kaksi- tai kolmilehtilehtiasteella ja enintddn todellisen kolman-
nen lehden tdyteen puhkeamiseen asti. Munakoison oireiden on osoitettu olevan lievempii ja kehittyvin hitaam-
min. Tdman vuoksi suositellaan mahdollisuuksien mukaan tomaatin taimien kayttoa.

Jaetaan 100 pl ndyteuutetta testikasvien kesken.

Inokulointi injektoimalla

Inokulointi tehdéddn ruiskulla, joka on varustettu hypodermiselld neulalla (vihintddn 23G), kasvin varsiin juuri sirk-
kalehtien ylapuolelle. Niyte jactaan testikasvien kesken.

Inokulointi viiltimalla

Pidellddn kasvia kahden sormen vilissd ja tiputetaan pipetilld pisara (noin 5-10 pl) suspendoitua sakkaa varren
paille sirkkalehtien ja ensimmdisen kasvulehden viliin.

Tehdddn steriililld leikkausveitselld sakan pisarasta lahtien vinosti poikittainen noin 1 cmin viilto, jonka syvyys on
noin kaksi kolmannesta varren paksuudesta.

Suljetaan viilto steriililld vaseliinilla ruiskua kayttden.

Inokuloidaan samalla tekniikalla viisi taimea positiivisena kontrollina vesisuspensiolla, jossa on 10°~10° solua/ml
virulenttia R. solanacearum -bakteerin biovarin 2 kantaa (positiivinen kontrolli) 48 tunnin viljelméstd, ja negatiivi-
sena kontrollina sakkapuskurilla (lisdys 4). Kasvit, joita kdytetddn positiivisena ja negatiivisena kontrollina, pidetdan
erilldan muista kasveista ristikontaminaation estamiseksi.

Kasvatetaan testikasveja karanteenioloissa enintddn 4 viikon ajan 25-30 °C:ssa ja korkeassa suhteellisessa kosteu-
dessa sopivasti kastellen siten, etté viltetddn sekd vettyminen etté toisaalta kuihtuminen vedenpuutteen vuoksi. Saas-
tunnan valttdmiseksi inkuboidaan positiiviset ja negatiiviset kontrollikasvit selkedsti toisistaan erotettuihin penkkeihin
kasvihuoneessa tai kasvatuskammioissa tai, jos tilaa on rajoitetusti, huolehditaan siitd, ettd kasittelyt tehdédén tiu-
kasti toisistaan erillddn. Jos eri ndytteisiin kuuluvat kasvit on inkuboitava ldhelld toisiaan, ne on eroteltava asianmu-
kaisilla suojilla. Lannoitettaessa, kasteltaessa tai tutkimuksia ja muita toimenpiteitd tehtdessd on huolellisesti valtettava
ristikontaminaatio. Kasvihuoneisiin ja kasvatuskammioihin ei ehdottomasti saa padstd mitddn hyonteistuholaisia,
silld ne saattavat siirtdd bakteeria ndytteesti toiseen.

Tarkkaillaan nuutumisoireita, epinastiaa, kloroosia ja/tai hidastunutta kasvua.
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9.5

9.6

9.7

2.1

2.2

2.3

2.4

Tartunnan saaneista kasveista eristetddn (Il jakson 3 kohta) ja tunnistetaan oletetun R. solanacearum -bakteerin puh-
taat viljelmit (VI jakson B kohta).

Jos 3 viikon jilkeen ei havaita oireita, tehdddn IF-, PCR- tai eristystesti kokoomandytteelle, jossa on kustakin testi-
kasvista 1 cm:n mittaisia varren palasia, jotka on otettu inokulointipaikan ylipuolelta. Jos testi on positiivinen, teh-
dddn laimennussarja (alakohta 4.1).

Tunnistetaan mahdolliset oletetun R. solanacearum -bakteerin puhtaat viljelmat (VI jakson B kohta).
Biologisen miirityksen tulosten tulkinta

Biologisesta méirityksestd saadaan validit tulokset, jos positiivisen kontrollin kasveissa nikyy tyypillisid oireita, bak-
teerit voidaan eristad uudelleen néistd kasveista ja negatiivisista kontrolleista ei 1oydy oireita.

Biologisen maérityksen tulos on negatiivinen, jos testikasveissa ei ole R. solanacearum -bakteerin aiheuttamaa tartun-
taa ja R. solanacearum -bakteeri todetaan positiivisista kontrolleista.

Biologisen mairityksen tulos on positiivinen, jos testikasveissa on R. solanacearum -bakteerin aiheuttama tartunta.

TUNNISTUSTESTIT

Tunnistetaan oletettujen R. solanacearum -isolaattien puhtaat viljelmit kdyttden ainakin kahta seuraavista eri biolo-
gisiin periaatteisiin perustuvista testeista.

Sisillytetddn tarvittaessa tunnetut vertailukannat kuhunkin testiin (ks. lisdys 3).

Ravintokokeet ja entsymaattiset tunnistustestit

Médritetddn seuraavat fenotyyppiset ominaisuudet, jotka yleisesti joko esiintyvit R. solanacearum -bakteerissa tai
puuttuvat siitd. Kdytetddn seuraavissa ldhteissd kuvattuja menetelmid: Lelliott ja Stead (1987), Klement et al. (1990)
ja Schaad (2001).

Testi Tavoiteltavat tulokset

Fluoresoivan pigmentin muodostus—

Poly-f-hydroksibutyraatti-inkluusiot +
Hapettumis-/kdymistesti (O[F) O+[F-
Katalaasi aktiivisuus +
Kovacin oksidaasitesti +
Nitraatin pelkistyminen +
Sitraatin kdytto +

Kasvu 40 °C:ssa -
Kasvu 1-prosenttisessa NaCl:ssa +
Kasvu 2-prosenttisessa NaCl:ssa -
Arginiinidihydrolaasin aktiivisuus -
Gelatiinin nesteytyminen -
Tarkkelyksen hydrolyysi -
Eskuliinin hydrolyysi -

Levaanin tuotanto -
IF-testi

Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) [E-puskuriin (lisdys 4).

Valmistetaan kaksinkertaisia laimennoksia tarkoituksenmukaisesta antiseerumista (ks. www-sivusto osoitteessa
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home /main).

Sovelletaan IF-menettelyé (VI jakson A kohdan 5 alakohta).

[F-testistd saadaan positiivinen tulos, jos viljelman IF-titteri vastaa positiivisen kontrollin titterid.
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3. ELISA-testi
Huomautus:  Jos tehdédin ainoastaan kaksi tunnistustestid, ei timidn menetelman lisiksi kdytetd muuta serologista testid.
3.1  Valmistetaan suspensio (noin 10 solua/ml) 1X PBS -puskuriin (lisdys 4).

3.2 Toteutetaan soveltuva ELISA-menettely R. solanacearum -taudinaiheuttajalle spesifiselli monoklonaalisella
vasta-aineella.

3.3 Positiivinen ELISA-testitulos saadaan, jos viljelmasti saatu ELISA-tulos on vihintddn puolet positiivisen kontrollin
tuloksesta.

4. PCR-testi
4.1  Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) molekyylisuodattimilla puhdistettuun veteen.

4.2 Kuumennetaan 100 pl solususpensiota suljetuissa putkissa kuumentimessa tai kiehuvassa vesihauteessa 100 °C:ssa
4 minuutin ajan. Ndytteet voidaan varastoida - 16— 24 °C:ssa, kunnes niitd tarvitaan.

4.3 Sovelletaan tarkoituksenmukaisia PCR-menettelyjd R. solanacearum -spesifisten amplikonien monistamiseksi (esim.
Seal et al. (1993); Pastrik and Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina et al. (1997), Weller
et al. (1999)).

4.4 R. solanacearum -bakteerin positiivinen tunnistus toteutuu, jos PCR-amplikonit ovat samankokoisia kuin positiivisen
kontrollikannan amplikonit ja niilld esiintyy samaa restriktiofragmenttien pituuspolymorfiaa.

5. FISH-testi
5.1  Valmistetaan suspensio (noin 10° solua/ml) ultrapuhtaaseen veteen.

5.2 Kiytetddn FISH-menettelya (VI jakson A kohdan 7 alakohta) vahintdin kahdella R. solanacearum -spesifiselld oligo-
koettimella (lisdys 7).

5.3  FISH-testistd saadaan positiivinen tulos, jos viljelméstd ja positiivisesta kontrollista saadaan samat reaktiot.

6. Rasvahappoprofilointi (FAP)
6.1  Kasvatetaan viljelma tryptikaasi-soija-agarissa (Oxoid) 48 tunnin ajan 28 °C:ssa.
6.2  Tehdiin tarkoituksenmukainen FAP-testi (Janse, 1991; Stead, 1992).

6.3 FAP-testistd saadaan positiivinen tulos, jos oletetun viljelman profiili on identtinen positiivisen kontrollin profiilin
kanssa. Tyypillisten rasvahappojen esiintyminen on seuraava: 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H ja 18:1 20H, ja
16:0 30H:n puuttuminen on erittdin vahva osoitus Ralstonia sp:sti.

7. Kantojen mairittimismenetelmiit

Kannan maddritystd jollakin seuraavista menetelmistd suositellaan kaikissa uusissa R. solanacearum -bakteerin
eristimistapauksissa.

Sisdllytetddn tarvittaessa tunnetut vertailukannat kuhunkin testiin (ks. lisdys 3).
7.1  Biovarin madrittiminen

R. solanacearum -bakteerin biovarit erotetaan kolmen disakkaridin ja kolmen heksoosialkoholin kiytto- ja/tai hape-
tuskyvyn perusteella (Hayward, 1964 ja Hayward et al., 1990). Biovaritestin kasvualustat kuvataan lisiyksessd 2.
Testi voidaan tehdd inokuloimalla kasvualusta pistimilld sithen R. solanacearum -bakteerin isolaattien puhdasta
viljelmai ja inkuboimalla 28 °C:ssa. Jos kasvualustat laitetaan steriileihin 96-syvennyksen soluviljelmilevyihin
(200 pl/syvennys), 72 tunnin kuluessa voidaan havaita virinmuutos oliivinvihreistd keltaiseksi, mika osoittaa posi-
tiivisen testituloksen.
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7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.3

Biovari

1 2 3 4 5
Kaytto:
Maltoosi - + + - n
Laktoosi - + + _ n
D (+) sellobioosi - + + _ ¥
Mannitoli - - + ¥ +
Sorbitoli - - + n _
Dulsitoli - - + " _
Lisitesteilld biovari 2 jaetaan alafenotyyppeihin.

5 Bioval‘.i 2A .. ) Biovari .2A » Biovari 2T
(esiintyy rrsl:;il)manlaa]ul- (em;(n(:fz nﬁ)}ing:::)a ja sty et )

Trehaloosin kaytto - + +
Meso-inositolin kiytto + _ +
D-riboosin kaytto - - +
Pektolyyttinen aktiivisuus (?) vihiinen vihiinen suuri

(') Ks. Lelliott and Stead (1987).

Genomien sormenjiljet

R. solanacearum -kompleksin kantojen molekulaarinen erottaminen voi tapahtua useilla menetelmilld. Néitd ovat

RFLP-analyysi (Restriction fragment length polymorphism analysis) (Cook et al., 1989).

Toistuvan jarjestyksen PCR, jossa kiytetdin REP-, ERIC- ja BOX-alukkeita (primers) (Louws et al., 1995; Smith et al.,
1995).

AFLP-analyysi (Amplified fragment length polymorphism) (Van der Wolf et al., 1998).

PCR-menetelmit

Spesifisid PCR-alukkeita (primers) (Pastrik et al., 2002; ks. lisdys 6) voidaan kayttdd alunperin RFLP-analyysilla (Cook
et al., 1989) ja 16S rDNA -sekvensoinnilla (Taghavi et al., 1996) R. solanacearum -bakteerin luokkaan 1 (biovarit 3,
4 ja 5) seki luokkaan 2 (biovarit 1, 2A ja 2T) kuuluvien kantojen erottamiseksi.

VARMISTUSTESTI

Patogeenisyystesti on tehtdva R. solanacearum -bakteerin madrityksen lopulliseksi varmistamiseksi ja R. solanacearum
-bakteeriksi tunnistettujen viljelmien virulenssin arvioimiseksi.

1)  Valmistetaan inokulaatti (noin 10° solua/ml) testattavan isolaatin 24—48 tunnin viljelmasti ja R. solanacearum
-bakteerin asianmukaisesta positiivisesta kontrollikannasta (esim. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; ks.
lisdys 3).

2) Inokuloidaan 5-10 taudille altista tomaatin tai munakoison taimea niiden kolmilehtiasteella (ks. VI jakson
A kohdan 9 alakohta).
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Inkuboidaan enintdin 2 viikon ajan 25-28 °C:ssa ja korkeassa suhteellisessa kosteudessa sopivasti kastellen
siten, ettd valtetddn sekd vettyminen ettd toisaalta kuivuusstressi. Puhtailla viljelmilld pitdisi 14 pdivan kuluessa
saavuttaa tyypillinen kasvin nuutuminen. Jos oireita ei ole tdimén ajan kuluessa ilmaantunut, ei voida vakuut-
tua siitd, ettd olisi kyse R. solanacearum -bakteerin patogeenisen muodon kasvustosta.

Tarkkaillaan nuutumisoireita, epinastiaa, kloroosia ja hidastunutta kasvua.

Eristetddn kasveista, joilla esiintyy oireita, poistamalla pétkd varresta noin 2 cm inokulaatiokohdan ylapuo-
4). Eristetddn suspensiosta levittimalld laimennos tai sivelemalld soveltuvalle alustalle, mieluiten selektiiviselle
alustalle (lisdys 2), inkuboidaan 48-72 tuntia 28 °C:ssa ja tutkitaan, muodostuuko R. solanacearum -bakteerille
tyypillisia pesikkeitd.
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Optimointi- ja validointimenettelyissi mukana olevat laboratoriot

Lisdys 1

Laboratorio (1) Paikka Maa
Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit Wien ja Linz Itdvalta
Departement Gewasbescherming Merelbeke Belgia
Plantedirektoratet Lyngby Tanska
Central Science Laboratory York Englanti
Scottish Agricultural Science Agency Edinburgh Skotlanti
Laboratoire national de la protection des végétaux, Angers Ranska
Unité de Bactériologie
Laboratoire national de la protection des végétaux, Le Rheu Ranska
Station de quarantaine de la pomme de terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Saksa
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Saksa
State Laboratory Dublin Irlanti
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali Bologna Italia
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fitosanitari Verona Italia
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Alankomaat
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Alankomaat
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lissabon Portugali
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Espanja
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Espanja
Sveriges lantbruksuniversitet (Swedish University of Upsala Ruotsi

Agricultural Sciences)

(") Yhteyshenkilot: ks. www-sivusto http:/[forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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a)

Lisdys 2

Kasvatusalustat R. solanacearum -kasvintuhoojan eristimisti ja viljelyd varten

Yleinen kasvatusalusta

Ravinneagar (NA)
Ravinneagar (Difco) 230¢g
Tislattua vettd 1,01

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Hiiva-peptoni-glukoosiagar (YPGA)

Hiivauute (Difco) 50g
Bacto-Peptoni (Difco) 50¢g
D(+)-glukoosi (monohydraatti) 10,0 ¢
Bacto-Agar (Difco) 150¢
Tislattua vettd 1,01

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Sakkaroosipeptoniagar (SPA)

Sakkaroosi 20,0 g
Bacto-Peptoni (Difco) 50g
K,HPO, 05g
MgSO,.7H,0 0,25¢
Bacto-Agar (Difco) 150¢
Tislattua vettd 1,01

pH 7,2-7,4

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Kelmanin tetratsolium-alusta

Casaminohapot (Difco) 10¢g
Bacto-Peptoni (Difco) 10,0 ¢
Dekstroosi 50g
Bacto-Agar (Difco) 150¢g
Tislattua vettd 1,01

Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Jadhdytetddn 50 °Ceen ja lisdtddn suodatinsteriloitua 2,3,5-trifenyylitetratsoliumkloridin (Sigma) vesiliuosta, jotta lop-
pupitoisuudeksi saadaan 50 mg/l.

Validoitu selektiivinen kasvatusalusta

SMSA-alusta (Englebrecht, 1994, sellaisena kuin se on muutettuna julkaisulla Elphinstone et al., 1996)

Kasvualusta

Casaminohappoja (Difco) 10¢g
Bacto-Peptoni (Difco) 10,0 g
Glyseroli 5,0 ml
Bacto-Agar (Difco) (ks. Huomautus 2) 15,0 g
Tislattua vettd 10L
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Liuotetaan ainesosat ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Jaahdytetdan 50 °C:een ja lisdtddn seuraavien aineiden suodatinsteriloituja vesikantaliuoksia, jotta saadaan maardtyt
loppupitoisuudet:

Kristallivioletti (Sigma) 5 mg|l

Polymyksiini-B-sulfaatti (Sigma P-1004) 600 000 U(noin 100 mg) /1
Basitrasiini (Sigma B-0125) 1250 U (noin 25 mg)/l

Kloramfenikoli (Sigma C-3175) 5 mg/l

Penisilliini G (Sigma P-3032) 825 U (noin 0,5 mg)/l
2,3,5-trifenyylitetratsoliumkloridi (Sigma) 50 mg|l

HUOMAUTUS:

1. Muiden kuin edelld mairitettyjen reagenssien kiytto voi vaikuttaa R. solanacearum -bakteerin kasvuun.

2. Oxoid Agar #1:td voidaan kiyttdd Bacto-Agarin (Difco) sijaan. Talloin R. solanacearum -bakteerien kasvu on hitaampaa, mutta
kilpailevien saprofyyttien kasvu voi myos vihentyd. Tyypillisten R. solanacearum -pesikkeiden syntymiseen voi mennd 1-2 péivid
kauemmin ja niiden punainen viritys voi olla vaaleampaa ja hajanaisempaa kuin Bacto-Agarissa.

3. Basitrasiinipitoisuuden nostaminen arvoon 2 500 U/l voi pienentdd kilpailevien bakteerien populaatiota vaikuttamatta Ralstonia
solanacearum -bakteerin kasvuun.

Kasvualustat ja antibioottien kantaliuokset on varastoitava 4 °C:ssa pimeissi ja kaytettivd kuukauden kuluessa.

Levyilld ei saa olla tiivistynyttd kosteutta ennen niiden kayttoa.

Levyjen liiallista kuivumista on valtettava.

Jokaisen uuden alustaerdn valmistuksen jilkeen olisi toteutettava laadunvarmistustoimia maljaamalla R. solanacearum
-bakteerin viiteviljelman suspensio (ks. lisiys 3) ja tarkkailemalla tyypillisten pesikkeiden muodostumista, kun levyid
on inkuboitu 28 °C:ssa 2-5 pdivin ajan.

Validoitu rikastusalusta

SMSA-ravintoliuos (Elphinstone et al., 1996)

Valmistetaan kuten selektiivinen SMSA-agaralusta, mutta jitetdin pois Bacto-Agar ja 2,3,5-tetratsoliumkloridi.

Muunnettu Wilbrinkin ravintoliuos (Caruso et al., 2002)

Sakkaroosi 10¢g
Proteoosipeptoni 5¢g
K,HPO, 05g
MgSO, 025g
NaNO, 025g
Tislattua vettd 11

Steriloidaan autoklavoimalla 121 °Cissa 15 minuutin ajan ja jadhdytetddn 50 °C:seen.

Lisdtdan antibioottien kantaliuokset kuten SMSA-ravintoliuoksessa.
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Lisdys 3

A) Kaupallisesti saatavilla olevat standardoidut kontrollimateriaalit

a) Bakteeri-isolaatit

Seuraavia bakteerien isolaatteja suositellaan kdytettaviksi standardoituina viitemateriaaleina joko positiivisina kont-
rolleina (taulukko 1) tai testien optimoinnin aikana ristireaktioiden valttdmiseksi (taulukko 2). Kaikki kannat ovat

kaupallisesti saatavilla seuraavista ldhteista:

1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, York, UK.

2. Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen, the Netherlands.

3. Collection Francaise de Bactéries Phytopathogenes (CFBP), INRA Station Phytobactériologie, Angers, France.

Taulukko 1 R. solanacearum -isolaattien SMT-viitepaneeli

NCPPB-koodi Srll:g_ Muut koodit Alkuperdmaa Biovari
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egypti 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turkki 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Englanti 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Kypros 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Ruotsi 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgia 2
NCPPB 4156 () 71 () | PD 2762, CFBP 3857 Alankomaat 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Ranska 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB 4066 Portugali 2
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 Espanja 2
NCPPB 4161 76 B3B Saksa 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 Yhdysvallat 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolumbia 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brasilia 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Australia 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filippiinit 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Kiina 5

() Kéytetdan R. solanacearum -bakteerin biovarin 2 (rotu 3) standardoituna viitekantana.

Huomautus:  Edelld lueteltujen kantojen aitous voidaan taata ainoastaan, jos ne on saatu aidosta viljelmidkokoelmasta.
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Taulukko 2 Serologisesti tai geneettisesti toisiaan muistuttavien bakteerien SMT-viitepaneeli kiytettaviksi
toteamistestien optimoinnissa.

NCPPB-koodi SMT#-nm Muu koodi Tunnistus
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (*)
NCPPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. marginalis ()
NCPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)
NCPPB 4165 — CFBP 2459 Ralstonia pickettii (%)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (')
CSL Pr1150
NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1)
PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis ()
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryophylli (1)
NCPPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (*)
NCPPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia glumae (?)
NCPPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (*)
NCPPB 3726 59 CEBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) (2) (%)
NCPPB 4168 61 CFBP 4619 Enterobacter sp. (')
IPO S339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. ()
NCPPB 4170 63 CFBP 4621 Ochrobactrum anthropi (1) (2)
IPO S306
NCPPB 4171 64 CEFBP 4622 Curtobacterium sp. (1) ()
IPO 1693
NCPPB 4172 65 IPO 1696a Pseudomonas sp. ()
NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (2)
NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. () ()

(") Serologisissa testeissd (IF ja/tai ELISA), joissa kdytetddn polyklonaalisia antiseerumeita, potentiaalisesti ristiin reagoiva kanta.

(?) Kanta, josta joissakin laboratorioissa voidaan monistaa PCR-tuote, joka on vastaavan kokoinen kuin spesifisia OLI-1- ja Y-2-
alukkeita kaytettdessd odotettava tulos (ks. lisdys 6).

(%) Aiheuttaa todennakoisesti ristireaktion useimmissa testeissd mutta esiintyy tunnetusti ainoastaan banaanissa Indonesiassa.

b) Kaupallisesti saatavilla olevat standardoidut kontrollimateriaalit

Seuraavat standardoidut kontrollimateriaalit ovat saatavilla NCPPB-viljelmikokoelmasta.

Pakastekuivattuja perunauutepelletteji 200:sta terveestd mukulasta kaikissa testeissd kdytettdviksi negatiivisiksi

kontrolleiksi.

200:sta terveestd mukulasta saatuja pakastekuivattuja perunauutepellettej, jotka sisiltivit 10°-10* ja 10*-10° R.
solanacearum -bakteerin biovarin 2 solua (kanta NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) positiivisiksi kontrolleiksi
serologisiin ja PCR-testeihin. Koska pakastekuivaus vaikuttaa solujen elinkelpoisuuteen, ne eivit sovellu standardi-

kontrolleiksi eristystesteihin tai biologiseen maaritykseen.

Formaliinikiinnitetyt suspensiot (10° solua/ml) R. solanacearum -bakteerin biovarista 2 (kanta NCPPB 4156 =
PD 2762 = CFBP 3857) positiivisiksi kontrolleiksi serologisiin testeihin.

B) Positiivisten ja negatiivisten kontrollien valmistaminen napapiiden seulontatesteji PCR/IF ja FISH varten

Tuotetaan 48 tunnin viljelmd R. solanacearum -bakteerin rodun 3 [ biovarin 2 virulentista kannasta (esim. kanta
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) SMSA-kasvualustalle ja suspendoidaan 10 mM fosfaattipuskuriin, jotta saatai-
siin solutiheydeksi noin 2 x 10 PMY/ml. Timi saadaan tavallisesti hieman samealla suspensiolla, joka vastaa 0,15:n

optista tiheyttd 600 nanometrissi.
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Poistetaan 200 mukulan napapdistd kappaleet, jotka on otettu valkokuorisesta osasta, jonka tiedetddn olevan R. sola-
nacearum -bakteerista vapaa.

Kasitelladn napapait tavalliseen tapaan ja suspendoidaan sakka uudelleen 10 ml:aan.

Valmistetaan 10 steriilid 1,5 ml:n mikroampullia, joissa on 900 pl uudelleen suspendoitua sakkaa.

Siirretddn 100 pl R. solanacearum -bakteerin suspensiosta ensimmaiseen mikroampulliin. Sekoitetaan vorteksilla.
Saastumisaste madritetddn laimennussarjan (seuraavat 5 ampullia) avulla.

Kuutta mikroampullia, jotka sisdltavat bakteerindytettd, kdytetddn positiivisina kontrolleina. Neljad mikroampullia, jotka
eivit sisdlld bakteerindytettd, kdytetddn negatiivisina kontrolleina. Ampullit merkitddn vastaavasti.

Valmistetaan 100 pl:an osandytteitd steriileihin 1,5 ml:n mikroampulleihin, jolloin saadaan 9 toisintoa kustakin kont-
rollindytteestd. Varastoidaan — 16— 24 °C:ssa kdyttoon saakka.

R. solanacearum -bakteerin esiintyminen ja méird kontrollindytteissi olisi ensin varmistettava IF-testilld.
PCR-testid varten DNA uutetaan positiivisista ja negatiivisista kontrollindytteistd kullakin testindytesarjalla.
[F- ja FISH-testejd varten tehdddn médritykset positiivisista ja negatiivisista kontrollindytteistd kullakin testindytesarjalla.

[F-, FISH- ja PCR-mddrityksissd R. solanacearum -bakteeri on on osoitettava ainakin niistd positiivisista kontrolleista,
joissa on 10 ja 10* solua/ml, eik sitd saa esiintyd yhdessikddn negatiivisessa kontrollissa.
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Lisdys 4

Puskuriliuokset testimenettelyihin

YLEISTA: Avaamattomia steriloituja puskuriliuoksia voidaan silyttdd enintddn vuoden ajan.

1. Puskurit uuttamismenettelyi varten

1.1 Uuttopuskuri (50 mM fosfaattipuskuri, pH 7,0)

Tatd puskurilivosta kdytetddn bakteerin uuttamiseen kasvisolukoista homogenoimalla tai ravistamalla.

Na,HPO, (vedeton) 426g
KH,PO, 272
Tislattua vettd 1,001

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Muita aineksia voidaan lisitd seuraavasti:

Pédmdrit Miaré (litraa kohden)
Lubrol-hiutaleita Hoytel6itymisenestoaine (°) 05¢g
DC-silikoni-vaahdonesto Vaahdonestoaine (*) 1,0 ml
Tetranatriumpyrofosfaatti Hapettumisenestoaine 10¢g
Polyvinyylipyrrolidoni-40000 (PVP-40) PCR:n inhibiittorien sidonta- 50 ¢

aine

() Kéytetdan homogenoimalla tapahtuvassa uuttamismenettelyssi.

1.2 Sakkapuskuri (10 mM fosfaattipuskuri, pH 7,2)

Tatd puskuria kdytetddn perunan mukulan napapdauutteiden uudelleen suspendointiin ja laimentamiseen, kun ne on
ensin konsentroitu sakaksi sentrifugoimalla.

Na,HPO,.12H,0 27 g
NaH,PO,.2H,0 0,4¢g
Tislattua vettd 1,01

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

2. Puskurit IF-testid varten

2.1 TF-puskuri (10 mM fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS), pH 7,2)

Tatd puskuria kdytetddn vasta-aineiden laimentamiseen.

Na,HPO,.12H,0 279
NaH,PO,.2H,0 04g
Na(l 80¢g
Tislattua vettd 1,01

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
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2.2

2.3

3.1

3.2

3.3

3.4

[F-puskuri-Tween
Tatd puskuria kdytetddn levyjen pesuun.

Lisdtdan 0,1 % Tween 20:td [F-puskuriin.

Fosfaattipuskuroitu glyseroli, pH 7,6

Tatd puskuria kdytetddn peittausliuoksena IF-levyjen syvennyksissd fluoresenssin tehostamiseksi.

Na,HPO,.12H,0 32¢
NaH,PO,.2H,0 0.15¢
Glyseroli 50 ml

Tislattua vettd 100 ml

Haalistumiselta suojaavia peittausaineita on saatavana kaupallisesti, esim. Vectashield® (Vector Laboratories) tai Citif-
luor® (Leica).

Puskurit epasuoraa ELISA-testid varten

Vikevyydeltddn kaksinkertainen kiinnityspuskuri, pH 9,6

Na,CO;, 6,36 g
NaHCO, 11,72 ¢
Tislattua vetti 1,001

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Natriumsulfiittia (0,2 %) voidaan lisdtd antioksidanttina, jos halutaan estdd hapettuneiden aromaattisten molekyylien
muodostuminen.

10X fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS), pH 7,4

NaCl 80,0 g
KH,PO, 20g
Na,HPO,.12H,0 290g
KCl 20¢g
Tislattua vetti 1,01
PBS-Tween

10X PBS 100 ml
10 % Tween 20 5 ml
Tislattua vettd 895 ml

Estopuskuri (valmistettava juuri ennen kiyttoa)

10X PBS 10,0 ml
Polyvinyylipyrrolidoni-44000 2,0 g
(PVP-44)

10 % Tween 20 0,5 ml
Maitojauhe 05¢g

Tislattua vettd

100 ml:aan asti
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3.5 Emiksinen fosfataasisubstraattiliuos, pH 9,8

Dietanolamiini 97 ml

Tislattua vettd 800 ml

Sekoitetaan ja siddetddn pH:ksi 9,8 vikevillda HCL14.
Taytetddn 1 Lksi tislatulla vedelld.
Lisdtdan 0,2 g MgCl,:a.

Liuotetaan 2 x 5 mg fosfataasisubstraattitablettia (Sigma) 15 ml liuosta kohden.

4. Puskurit DASI ELISA -testid varten

4.1 Kiinnityspuskuri, pH 9,6

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO,4 293¢
Tislattua vettd 1000 ml

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH 9,6.

4.2 10X fosfaattipuskuroitu suolalivos (PBS), pH 7,2-7,4

NaCl 80,0g
NaH,PO,.2 H,0 40g
Na,HPO,.12H,0 270
Tislattua vettd 1000 ml

4.3 PBS-Tween

10X PBS 50 ml
10 % Tween 20 5 ml
Tislattua vettd 950 ml

4.4 Substraattipuskuri, pH 9,8

Dietanolamiini 100 ml

Tislattua vettd 900 ml

Sekoitetaan ja sdddetddn pH:ksi 9,8 vikevillda HCL1A.
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Lisdys 5

1. Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen maira kenttdd kohden (c).

2. Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen maird kuoppaa kohden (C).
C=cxS§[s

jossa S = monikuoppatestilevyn yhden kuopan pinta-ala

ja s = objektiivikentin pinta-ala

s =mi’[4G’K? jossa i = kentin kerroin (8-24 okulaarin tyypin mukaan)

K = putken kerroin (1 tai 1,25)

objektiivin suurennos (100-kertainen, 40-kertainen jne.).

3. Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen méird uudelleen suspendoidun sakan millilitraa kohti (N):
N=Cx1000fy x F

jossa y = uudelleen suspendoidun sakan tilavuus kuopassa

ja F = uudelleen suspendoidun sakan laimennuskerroin.
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Lisdys 6

Validoidut PCR-protokollat ja -reagenssit

Huomautus: ~ Alustavan testauksen pitiisi mahdollistaa se, ettd voidaan todeta R. solanacearum -bakteerin solut, joiden pitoisuus on 10°~10*
nédyteuutteen millilitraa kohden. Testi on voitava toistaa.

Alustavassa testauksessa ei my6skaan pitdisi nakya viirid positiivisia tuloksia valikoiduilla bakteerikannoilla (ks. lisdys 3).

1. PCR-protokolla: Seal et al. (1993)

1.1 Oligonukleotidialukkeet

Koodaavan suunnan aluke OLI-1 ~ 5’-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'
Vastakkaisen suunnan aluke Y-2 ~ 5’-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’

R. solanacearum -bakteerin templaatti-DNA:sta odotettu amplikonikoko = 288 bp.

1.2 PCR-reaktioseos

Reagenssi Mairi reaktiota kohden Lopullinen pitoisuus
Steriilid ultrapuhdasta vetti 17,65 ul
10X PCR-puskuri () (15 mM MgCl,) 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
dNTP-seos (20 mM) 0,25 pl 0,2 mM
Aluke OLI-1 (20 M) 1,251l 1M
Aluke Y-2 (20 uM) 1,25 ul 1pM
Tag-polymeraasi (5 Upl) (%) 0,1 pl 05U
Niytteen tilavuus: 2,0 ul

Kokonaistilavuus: 25l

(") Menetelmi validoitiin kéyttden Perkin Elmerin Tag-polymeraasia (AmpliTaq) ja Gibco BRL:ta.

1.3 PCR-reaktion olosuhteet

Ajetaan seuraava ohjelma:

1 sykli ) 2 minuuttia 96 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
35 syklid ii) 20 sekuntia 94 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
iii) 20 sekuntia 68 °C:ssa (alukkeiden pariutuminen)
iv) 30 sekuntia 72 °C:ssa (kopioiden lisadminen)
1 sykli V) 10 minuuttia 72 °C:ssa (lisidminen edelleen)
vi) pidetddn 4 °C:ssa.

Huomautus: ~ Tamd ohjelma on optimoitu kaytettaviksi Perkin Elmer 9600 -limposyklilaitteella. Muut mallit saattavat vaatia syklien
ii, iii ja iv keston muuttamisen.

1.4 Amplikonin restriktio-entsyymianalyysi

R. solanacearum -bakteerin DNA:sta monistetut PCR-tuotteet tuottavat entsyymilld Ava II tyypillistd restriktiofragment-
tien pituuspolymorfiaa, kun niitd on inkuboitu 37 °C:ssa.
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2.1

2.2

2.3

2.4

3.1

PCR-protokolla: Pastrik ja Maiss (2000)

Oligonukleotidialukkeet

Koodaavan suunnan aluke Ps-1

Vastakkaisen suunnan aluke Ps-2

5'-agt cga acg gca gcg ggg g-3’
5'-ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca-3’

R. solanacearum -bakteerin templaatti-DNA:sta odotettu amplikonikoko = 553 bp.

PCR-reaktioseos

Reagenssi Mairi reaktiota kohden Lopullinen pitoisuus

Steriilid ultrapuhdasta vettd 16,025 ul
10X PCR-puskuri (1) 25 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktio V) (10 %) 0251l 0,1%
dNTP-seos (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
Aluke Ps-1 (10 pM) 0,5l 0,2 M
Aluke Ps-2 (10 pM) 0,5l 0,2 M
Taq-polymeraasi (5 Ufl) (') 0,1 ul 05U
Niytteen tilavuus 5,0 ul

Kokonaistilavuus: 25,0 pl

(") Menetelmit validoitiin kdyttden Perkin Elmerin Tag-polymeraasia (AmpliTaq) ja Gibco BRL:td.
Huom: Alun perin optimoitu kiytettiviksi MJ Research PTC 200 -limposyklilaitteella Gibcon Taq -polymerasilla.
My6s Perkin Elmerin AmpliTaqia ja puskuria voidaan kdyttdd samoina pitoisuuksina.

PCR-reaktion olosuhteet

Ajetaan seuraava ohjelma:

1 sykli i)
35 syklid ii)
iii)
iv)
1 sykli V)
vi)
Huomautus:

5 minuuttia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
30 sekuntia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:

30 sekuntia 68 °C:ssa (alukkeiden pariutuminen)
45 sekuntia 72 °C:ssa (kopioiden lisidminen)

5 minuuttia 72 °C:ssa (lisidminen edelleen)

pidetéin 4 °C:ssa.

Tdma ohjelma on optimoitu kéytettdviksi MJ Research PTC 200 -lampésyklilaitteella. Muut mallit saattavat vaatia syk-

lien ii, iii ja iv keston muuttamisen.

Amplikonin restriktio-entsyymianalyysi

R. solanacearum -bakteerin DNA:sta monistetut PCR-tuotteet tuottavat entsyymilld Taq I tyypillista restriktiofragment-
tien pituuspolymorfiaa, kun niitd on inkuboitu 65 °C:ssa 30 minuutin ajan. R. solanacearum -spesifisestd fragmentista
saadut restriktiofragmentit ovat kooltaan 457 ja 96 emisparia.

Moninkertaiseen reaktioon perustuva PCR-testausprotokolla, johon kuuluu sisiinen PCR-kontrolli (Pastrik et

al., 2002)

Oligonukleotidialukkeet

Koodaavan suunnan aluke Rs-1-F
Vastakkaisen suunnan aluke Rs-1-R
Koodaavan suunnan aluke Ns-5-F

Vastakkaisen suunnan aluke Ns-6-R

5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3’

5'-CCC AGT CAC GGC AGA GAC T-3'

5'-AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAA G-3'
5'-GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC-3’

R. solanacearum -bakteerin templaatti-DNA:sta odotettu amplikonikoko = 718 bp (Rs-alukesarja).

18S rRNA sisdisestd PCR-kontrollista odotettu amplikonikoko = 310 emdsparia (Ns-alukesarja).
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3.2

33

3.4

4.1

PCR-reaktioseos

Reagenssi Miri reaktiota kohden Lopullinen pitoisuus
Steriilid ultrapuhdasta vettd 12,625 pl
10X PCR-puskuri () (15 mM MgCl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktio V) (10 %) 0,25l 0,1%
dNTP-seos (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Aluke Rs-1-F (10 pM) 2,0 ul 0,8 M
Aluke Rs-1-R (10 pM) 2,0 ul 0,8 uM
Aluke Ns-5-F (10uM) (2) 0,15 pl 0,06 uM
Aluke Ns-6-R (10uM) (2) 0,15 pl 0,06 uM
Taq-polymeraasi (5 U/ul) () 0,2 ul 10U
Naytteen tilavuus 5,0 ul

Kokonaistilavuus: 25,0 pl

(") Menetelmit validoitiin kdyttden Perkin Elmerin Tag-polymeraasia (AmpliTaq) ja Gibco BRL:ta.

(3) Alukkeiden Ns-5-F ja Ns-6-R konsentraatio optimoitiin perunan napapaauutteelle kiyttden homogenointimenettelyd ja DNA:n puh-
distusta Pastrikin mukaan (2000) (ks. VI jakson A kohdan 6.1.a alakohta). Reagenssien konsentraatiot on optimoitava uudelleen,
jos kdytetddn ravistamalla tapahtuvaa uuttamismenetelméi tai muuta DNA:n eristimismenetelméa.

PCR-reaktion olosuhteet

Ajetaan seuraava ohjelma:

1 sykli i) 5 minuuttia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
35 syklia ii) 30 sekuntia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
iii) 30 sekuntia 58 °C:ssa (alukkeiden pariutuminen)
iv) 45 sekuntia 72 °C:ssa (kopioiden lisddminen)
1 sykli V) 5 minuuttia 72 °C:ssa (lisédminen edelleen)
vi) pidetddn 4 °C:ssa.
Huomautus: ~ Tdmd ohjelma on optimoitu kéytettidvaksi MJ Research PTC 200 -limpésyKklilaitteella. Muut mallit saattavat vaatia syk-

lien ii, iii ja iv keston muuttamisen.

Amplikonin restriktio-entsyymianalyysi

R. solanacearum -bakteerin DNA:sta monistetut PCR-tuotteet tuottavat entsyymilld Bsm I tyypillistd restriktiofragment-
tien pituuspolymorfiaa tai isoskitsomeerin (esim. Mva 1269 I), kun niitd on inkuboitu 65 °C:ssa 30 minuutin ajan.

R. solanacearum -bakteerin biovarispesifinen PCR-protokolla (Pastrik et al., 2001)

Oligonukleotidialukkeet

5'-ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA-3'
5'-CCC AGT CAC GGC AGA GACT-3’
5'-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3'

Koodaavan suunnan aluke Rs-1-F
Vastakkaisen suunnan aluke Rs-1-R

Vastakkaisen suunnan aluke Rs-3-R

R. solanacearum -bakteerin templaatti-DNA:sta odotettu amplikonikoko:
Rs-1-F[Rs-1-R = 718 bp

Rs-1-F/Rs-3-R = 716 bp.



Euroopan unionin virallinen lehti

L 206/89

4.2 PCR-reaktioseos

a)  Biovari 1/2 -spesifinen PCR

Reagenssi Miiri reaktiota kohden Lopullinen pitoisuus

Steriilid ultrapuhdasta vettd 12,925 ul
10X PCR-puskuri (1) 2,5ul 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktio V) (10 %) 0,25 pul 0,1%
dNTP-seos (20mM) 0,125 pl 0,1 mM
Aluke Rs-1-F (10 puM) 2l 0,8 pM
Aluke Rs-1-R (10 pM) 2ul 0,8 pM
Taq-polymeraasi (5 Uful) () 0,2l 1U
Naytteen tilavuus 5,0 ul

Kokonaistilavuus: 25,0 pl

(") Menetelmit on validoitu kiyttien Perkin Elmerin Tag-polymeraasia (AmpliTaq) ja Gibco BRL:t.

b)  Biovari 3/4/5 -spesifinen PCR

Reagenssi Miiri reaktiota kohden Lopullinen pitoisuus

Steriilid ultrapuhdasta vettd 14,925 ul
10X PCR-puskuri () 2,5l 1X (1,5 mM MgCl,)
BSA (fraktio V) (10 %) 0,25 ul 0,1%
dNTP-seos (20 mM) 0,125l 0,1 mM
Aluke Rs-1-F (10 pM) 1yl 0,4 pM
Aluke Rs-3-R (10 pM) 1yl 0,4 pM
Taq-polymeraasi (5 Uful) () 0,2 ul 1U
Naytteen tilavuus 5,0 pl

Kokonaistilavuus: 25,0 pl

(") Menetelmit on validoitu kéyttden Perkin Elmerin Tag-polymeraasia (AmpliTaq) ja Gibco BRL:ti.

4.3 PCR-reaktion olosuhteet

Ajetaan seuraava ohjelma seka biovari 1/2- ettd biovari 3/4/5-spesifisid reaktioita varten:

1 sykli i) 5 minuuttia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
35 syklid ii) 30 sekuntia 95 °C:ssa (templaatti-DNA:n denaturointi)
iii) 30 sekuntia 58 °C:ssa (alukkeiden pariutuminen)
iv) 45 sekuntia 72 °C:ssa (kopioiden lisidminen)
1 sykli V) 5 minuuttia 72 °C:ssa (lisdédminen edelleen)
vi) pidetddn 4 °C:ssa.

Huomautus: ~ Tdmd ohjelma optimoitiin kéytettaviksi MJ Research PTC 200 -limpésyklilaitteella. Muut mallit saattavat vaatia syk-
lien i, iii ja iv keston muuttamisen.

4.4  Amplikonin restriktio-entsyymianalyysi

R. solanacearum -bakteerin DNA:sta alukkeita Rs-1-F ja Rs-1-R kdyttdmalld monistetut PCR-tuotteet tuottavat entsyy-
milld Bsm 1 tyypillistd restriktiofragmenttien pituuspolymorfiaa tai isoskitsomeerin (esim. Mva 1269 I), kun niitd on
inkuboitu 65 °Cissa 30 minuutin ajan. R. solanacearum -bakteerin DNA:sta alukkeita Rs-1-F ja Rs-1-R kayttamalld
monistetuilla PCR-tuotteilla ei ole restriktiokohtia.
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5.1

5.2

Latauspuskurin valmistaminen

Bromifenolisininen (10-prosenttinen kantaliuos)

Bromifenolisininen 5¢
Kahteen kertaan tislattua vettd 50 ml
Latauspuskuri

Glyseroli (86 %) 3,5 ml
Bromifenolisininen (5.1) 300 pl
Kahteen kertaan tislattua vettad 6,2 ml

10X trisasetaatti-EDTA-puskuri (TAE), pH 8,0

Tris-puskuri 48,40 g
Jadetikka 11,42 ml
EDTA (dinatriumsuola) 372¢g
Tislattua vettd 1,001

Laimennetaan 1X:ddn ennen kdyttoa.

Saatavana myos kaupallisesti (esim. Invitrogen tai vastaava).
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. Oligokoettimet

Lisdys 7

Validoidut reagenssit FISH-testid varten

R. solanacearum -spesifinen koetin OLI-1-CY3 5'- ggc agg tag caa gct acc ccc-3'

Ei-spesifinen eubakteriaalinen koetin EUB-338-FITC 5'- gct gcc tce cgt agg agt -3’

. Kiinniteliuos

[VAROITUS! KIINNITE SISALTAA PARAFORMALDEHYDIA, JOKA ON TOKSISTA. SITA EI SAA HENGITTAA, JA
ON KAYTETTAVA KASINEITA. ON SUOSITELTAVAA TYOSKENNELLA VETOKAAPISSA.]

i)  Kuumennetaan 9 ml molekyylisuodattimilla puhdistettua vettd (esim. ultrapuhdasta vetti — UPW) noin 60 °C:een
ja lisitddn 0,4 g paraformaldehydii. Paraformaldehydi liukenee, kun on lisitty 5 tippaa 1N NaOH:ta ja sekoitettu
magneettisekoittimella.

ii)  Sdddetddn pH arvoon 7,0 lisddmalld 1 ml 0,1 M fosfaattipuskuria (PB; pH 7,0) ja 5 tippaa 1N HCL:44. Tarkistetaan
pH indikaattoriliuskoilla ja sdddetddn tarvittaessa HCL:114 tai NaOH:lla. [VAROITUS! PARAFORMALDEHYDILIU-
OKSISSA EI SAA KAYTTAA PH-MITTARIA.]

iii) Suodatetaan liuos 0,22 pm:n kalvosuodattimen lipi ja pidetddn polyltd suojassa 4 °C:ssa, kunnes sitd tarvitaan.

3X Hybmix

NaCl
Tris-HCl

EDTA (suodatinsteriloitu ja autoklavoitu)

Laimennetaan 1X:ddn tarpeen mukaan.

. Hybridisaatioliuos

1X Hybmix

Natriumdodekyylisulfaatti (SDS)

Formamidi
koetin EUB 338
koetin OLI-1 tai OLI-2

2,7 M
60 mM
15 mM

0,01 %
30 %,

5 ngful
5 ngful

(pH 7,4)

Valmistetaan taulukossa esitettyjen laskelmien mukaisia maérid hybridisaatioliuosta. Kutakin levyd (jotka sisaltavit 2
eri ndytettd kahteen kertaan) varten tarvitaan 90 pl hybridisaatioliuosta. TARKEAA: FORMAMIDI ON ERITTAIN TOK-

SISTA, JOTEN KASINEITA ON KAYTETTAVA JA TARVITTAVIIN VAROTOIMIIN ON RYHDYTTAVA!

Taulukko Hybridisaatioseoksen valmistamiseen ehdotetut méadrat

Levyjen lukumiéiré: 1 4 6 8 10
Steriilid ultrapuhdasta vettd 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3X hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
1 % SDS 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
Formamidi 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Koetin EUB 338 (100 ng/ul) 45 18,0 27,0 36,0 45,0
Koetin OLI-1 tai OLI-2 (100 ng/pul) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Kokonaismadra (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Huom. Varastoidaan kaikki valolle herkkia oligokoettimia sisiltavit liuokset pimedssd — 20 °C:ssa.

Suojataan kdyton aikana suoralta auringonvalolta tai sihkovalolta.
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5. 0,1M fosfaattipuskuri, pH 7,0

Na,HPO, 852¢
KH,PO, 5448
Tislattua vettd 1,001

Liuotetaan ainesosat, tarkastetaan pH ja steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
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Lisdys 8
Munakoiso- ja tomaattiviljelma

Kylvetddn tomaatin (Lycopersicon esculentum) tai munakoison (Solanum melongena) siemenié pastoroidulle kylvoalustalle. Istu-
tetaan kylvotaimet uudelleen pastoroituun istutusalustaan, kun sirkkalehdet ovat tdysin kehittyneet (10-14 pdivad).

Munakoisot tai tomaatit on ennen inokulointia viljeltivd kasvihuoneessa seuraavissa olosuhteissa:

Piivin pituus 14 tuntia tai luonnollinen pdivin pituus, jos se on titd pidempi
Limpatila pdivd 21-24 °C
y6 14-18 °C
Sopiva tomaattilajike "Moneymaker’
Sopiva munakoisolajike 'Black Beauty’

Tomaattien tai munakoisojen toimittajat ks. www-sivusto osoitteessa http:|/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main.
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LIITE 1II

Kaikissa epdillyissd esiintymistapauksissa, joiden seulontakokeista on luettelossa olevan kasviaineiston osalta seké kaik-
kien muiden tapausten osalta saatu positiivinen tulos kayttien liitteessd II esitettyd asianmukaista menetelmaii ja joille
odotetaan vahvistusta tai kumoamista kyseisen menetelman padtyttyd, olisi sdilytettdva ja varastoitava asianmukai-
sissa olosuhteissa kyseisen menetelmén loppuun saattamiseen asti

—  kaikki mukulat, joista on otettu ndyte, ja jos se on mahdollista, kaikki kasvit, joista on otettu nayte,
— jiljelld oleva uute ja seulontatestejd varten valmistettu lisimateriaali, esim. immunofluoresenssilevyt,
ja
—  kaikki asian kannalta merkityksellinen dokumentaatio kyseisten menetelmien loppuun saattamiseen asti.
Mukuloiden siilyttimisen ansiosta voidaan tarvittaessa tehdd lajiketestaus.

Niissd tapauksissa, joissa organismin esiintyminen on varmistunut, olisi siilytettivé ja varastoitava asianmukaisissa
olosuhteissa vahintddn yhden kuukauden ajan 5 artiklan 2 kohdassa sdidetyn ilmoitusmenettelyn jilkeen

— 1 kohdassa tarkoitettu aineisto,
ja

— tomaatti- tai munakoisondyte, joka on saastutettu inokuloimalla mukula- tai kasviuutteella,
ja

— organismin eristetty viljelma.
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LIITE IV

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan i alakohdassa tarkoitetussa tutkimuksessa olisi tarvittaessa otettava huomioon seu-
raavat tekijat:

i)

ii)

tuotantopaikat,

ja

joilla viljellddn tai on viljelty perunoita, jotka polveutuvat samasta kloonista kuin organismin saastuttamat perunat,
joilla viljelldan tai on viljelty tomaatteja, joiden alkuperd on sama kuin organismin saastuttamien tomaattien,

joilla viljellddn tai on viljelty perunoita tai tomaatteja, jotka ovat virallisen valvonnan alaisina organismin epdil-
lyn esiintymisen vuoksi,

joilla viljellddn tai on viljelty perunoita, jotka polveutuvat samasta kloonista kuin perunat, joiden on todettu
kasvaneen organismin saastuttamissa tuotantopaikoissa,

joilla viljelldén perunoita tai tomaatteja, jotka sijaitsevat saastuneiden tuotantopaikkojen ldheisyydessi mukaan
lukien tuotantopaikat, jotka joutuvat tekemisiin samojen vilineiden tai tuotantotilojen kanssa vilittomasti tai
yhteisen yrittdjin valitykselld,

joilla kdytetddn pintavettd kasteluun tai sumutukseen lihteestd, joka on vahvistettu tai jota epdillddn organismin
saastuttamaksi,

joilla kdytetddn pintavettd kasteluun tai sumutukseen lihteestd, jota kdytetddn myos organismin saastuttamiksi
vahvistetuilla tai epdillyilld tuotantopaikoilla,

joilla organismin saastuttamaksi vahvistettu tai epdilty pintavesi tulvii tai on tulvinut;

pintavesi, jota kadytetddn kasteluun tai sumutukseen tai joka on tulvinut pellolla (pelloilla) tai tuotantopaikalla
(-paikoilla), jonka on vahvistettu olevan organismin saastuttamia.
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LIITEV

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iii alakohdassa ja 5 artiklan 1 kohdan c alakohdan iii alakohdassa tarkoitetun
todenndkoisen saastunnan laajuuden médrittamiseen olisi otettava huomioon seuraavat tekijit:

luettelossa oleva kasviaineisto, jota on viljelty 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastu-
neeksi ilmoitetulla tuotantopaikalla,

tuotantopaikat, jotka ovat tuotantojarjestelmassa jossakin yhteydessd 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakoh-
dan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettuun luettelossa olevaan kasviaineistoon, mukaan lukien ne, jotka joutuvat
tekemisiin samojen vilineiden tai tuotantotilojen kanssa vilittomasti tai yhteisen yrittdjan valitykselld,

luettelossa oleva kasviaineisto, joka on tuotettu edellisessd luetelmakohdassa tarkoitetulla tuotantopaikalla
(-paikoilla) tai joka on mainitulla paikalla (mainituilla paikoilla) aikana, jolloin 5 artiklan 1 kohdan a alakoh-
dan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettu luettelossa oleva kasviaineisto oli ensimmaisessd luetelma-
kohdassa tarkoitetuissa tuotantopaikoissa,

tilat, joissa on kasitelty edelld mainituissa luetelmakohdissa tarkoitetuilta tuotantopaikoilta perdisin olevaa luet-
telossa olevaa kasviaineistoa,

kaikki koneet, ajoneuvot, siiliot, varastot tai ndiden osat sekd kaikki muut esineet, mukaan lukien pakkaukset,
jotka ovat voineet olla kosketuksissa 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoi-
tetun luettelossa olevan kasviaineiston kanssa,

luettelossa oleva kasviaineisto, joka on varastoitu johonkin edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettuun rakentee-
seen tai esineeseen tai joka on ollut kosketuksissa niiden kanssa ennen kyseisten rakenteiden ja esineiden puh-
distamista ja desinfiointia,

perunan osalta 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan i alakohdassa tarkoitettujen tutkimusten ja testien jilkeen ne
mukulat tai kasvit, jotka ovat samaa sisarus- tai vanhemmaiskloonialkuperii, ja tomaatin osalta kasvit, jotka
ovat samasta ldhteestd kuin 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettu
luettelossa oleva kasviaineisto ja joiden saastunta néyttiisi todenndkoiseltd samasta kloonista polveutumisen
kautta, vaikka niiden testitulokset ovat negatiiviset organismin osalta. Saastuneiden ja samasta kloonista polveu-
tuvien mukuloiden tai kasvien tunnistamisen varmistamiseksi voidaan tehdi lajiketestaus,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitetun luettelossa olevan kasviaineiston tuotantopaikka (-paikat),

luettelossa olevan kasviaineiston tuotantopaikka (-paikat), jossa (joissa) kdytetddn 5 artiklan 1 kohdan c alakoh-
dan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettua pintavettd kasteluun tai sumutukseen,

pelloilla, joilla on tulvinut organismin saastuttamaksi vahvistettu pintavesi, tuotettu luettelossa oleva kasviaineisto.

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdassa ja 5 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdan iii alakohdassa tarkoitetun
mahdollisen levidmisen madrittdmisessd on otettava huomioon seuraavat tekijit:

i)

5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdan mukaisissa tapauksissa

— muiden sellaisten tuotantopaikkojen ldheisyys, joilla viljellddn luettelossa olevaa kasviaineistoa,

— siemenperunoiden yhteistuotanto ja -kdytto,

— tuotantopaikat, joilla kdytetddn pintavettd luettelossa olevan kasviaineiston kasteluun tai sumutukseen, jos
kyseessi olevissa tapauksissa 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastunecksi ilmoi-
tetulta tuotantopaikalta (-paikoilta) on tai on ollut vaarana valua pintavetti tai jos sielld on tai on ollut
tulvimisvaara;
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ii) tapauksissa, joissa pintavesi on edelld 5 artiklan 1 kohdan c¢ alakohdan ii alakohdan mukaisesti ilmoitettu
saastuneeksi

— tuotantopaikka (-paikat), jossa tuotetaan luettelossa olevaa kasviaineistoa ja joka sijaitsee saastuneeksi ilmoi-
tetun pintaveden ldheisyydessd tai jossa esiintyy sen tulvimisen uhka,

—  kaikki erilliset kastelualtaat, jotka ovat yhteydessd saastuneeksi ilmoitettuun pintaveteen,

—  kaikki vedet, jotka ovat yhteydessd saastuneeksi ilmoitettuun pintaveteen, ottaen huomioon
— saastuneeksi ilmoitetun veden virtaussuunta ja -nopeus,
— luonnonvaraisten isintikasvina toimivien koisokasvien esiintyminen.

3. Edelld 5 artiklan 2 kohdan ensimmiisessd alakohdassa tarkoitettu ilmoittaminen on hoidettava seuraavien siintéjen
mukaisesti:

— vilittomasti sen jlkeen, kun kasvintuhoojan esiintyminen on varmistettu laboratoriotestauksella kiyttden liit-
teessd II esitettyja menetelmid, on ilmoitettava ainakin

— perunoiden osalta

a)  perunaerdn lajikenimi;

b) tyyppi (ruoka-, siemenperuna jne.) ja tarvittaessa siemenluokka,
— tomaattikasvien osalta erdn lajikenimi ja tarvittaessa luokka,

— jos on olemassa toisesta jasenvaltiosta tai toiseen jasenvaltioon siirrettdvddn luettelossa olevaan kasviaineistoon
liittyvé saastuntariski, sen jisenvaltion, jossa taudinaiheuttajan esiintyminen on vahvistettu, on ilmoitettava vii-
pymattd kyseiselle toiselle jasenvaltiolle (-valtioille) 5 artiklan 3 kohdan noudattamisen edellyttamit tiedot, sano-
tun kuitenkaan rajoittamatta 4 artiklan 3 kohdassa sdddettyjd velvoitteita ilmoittaa epdillystd
esiintymistapauksesta; nditd tietoja ovat esimerkiksi

a)  peruna- tai tomaattierdn lajikenimi;

b) ldhettdjdn ja vastaanottajan nimi ja osoite;

¢) peruna- tai tomaattierdn toimituspdivimaard;
d)  toimitetun peruna- tai tomaattierdn koko;

¢) jdljennos kasvipassista tai tarvittaessa ainakin kasvipassin numero, tai tarvittaessa viljelijan tai kauppiaan
rekisterointinumero ja jiljennos toimitusilmoituksesta.

Komissiolle on viipymattd ilmoitettava tallaisten tietojen toimittamisesta.

4. Edelld 5 artiklan 2 kohdan toisessa alakohdassa tarkoitettu ilmoittaminen on hoidettava seuraavien sddntojen
mukaisesti:

kun kaikki tutkimukset on tehty, on aina ilmoitettava
a) pdivimadard, jona saastunta varmistui;

b) lyhyt kuvaus tutkimuksista, jotka tehtiin saastunnan ldhteen ja mahdollisen levidmisen tunnistamiseksi, toteute-
tun ndytteenoton laajuus mukaan luettuna;

¢) tiedot saastunnan tunnistetusta tai oletetusta lihteesté (tai lahteistd);

d) ilmoitetun saastunnan laajuutta koskevat tiedot, mukaan luettuina tuotantopaikkojen lukumdiri ja perunoiden
osalta erien lukumdiiri ja lajike sekd siemenperunoiden yhteydessd myos luokka;
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e)

alueen rajoittamista koskevat tiedot, mukaan luettuina sellaisten tuotantopaikkojen lukumdiri, joita ei ole ilmoi-
tettu saastuneiksi mutta jotka on sisillytetty alueeseen;

tiedot vedestd, myos veden nimi ja sijainti sekd saastuneeksi toteamisen/kastelukiellon laajuus;

kaikkien saastuneiksi ilmoitettujen tomaattildhetysten tai -erien osalta direktiivin 2000/29/EY 13 artiklan 1 koh-
dan ii alakohdassa sdddetyt todistukset ja passin numero direktiivin 2000/29/EY liitteessd V olevan A koh-
dan I jakson 2.2 kohdan luettelon mukaisesti;

vahvistettua esiintymistd (tai esiintymisid) koskevat muut tiedot, joita komissio voi vaatia.
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LIITE VI
Edelld 6 artiklan 1 kohdassa tarkoitetut siannokset ovat seuraavat:
— kdyttiminen eldinten rehuksi sellaisen limpokasittelyn jalkeen, jolla varmistetaan ettei organismi jad henkiin,
tai

— havittdminen virallisesti hyviksytylld tarkoitukseen varatulla jatteidenhavittdmispaikalla, jossa ei ole tunnistetta-
vaa riskid organismin pddsystd ymparistoon, esimerkiksi siten, ettd se valuisi maatalousmaahan tai joutuisi kos-
ketuksiin sellaisten vedensaantildhteiden kanssa, joita voitaisiin kiyttdd maatalousmaan kasteluun,

tai
— tuhkaksi polttaminen,
tai

— teollinen kasittely toimittamalla suoraan ja valittomasti sellaiselle kasittelylaitokselle, jolla on kéytettavissdan viral-
lisesti hyvaksytyt jatteidenhavitystilat ja -laitteet, joista on todettu, ettd minkddnlaista tunnistettavaa kasvintuhoo-
jan levidmisvaaraa ei ole, sekd jdrjestelmd, jolla ainakin laitoksesta lahtevit ajoneuvot voidaan puhdistaa ja
desinfioida,

tai

— muut toimenpiteet, jos on todettu, ettd minkdanlaista tunnistettavaa kasvintuhoojan levidmisvaaraa ei ole; ndma
toimenpiteet ja niiden perustelut on ilmoitettava komissiolle ja muille jasenvaltioille.

Edelld mainittuihin vaihtoehtoihin liittyvi tai niistd syntyvd mahdollinen jiljelle jadva jdte hdvitetddn virallisesti hyvik-
sytyilli menetelmilld timin direktiivin liitteen VII mukaisesti.

Kyseisen jasenvaltion (-valtioiden) vastuullisten toimivaltaisten viranomaisten valvonnan alaista 6 artiklan 2 kohdassa
tarkoitetun luettelossa olevan kasviaineiston asianmukaista kdyttod tai havittdmistd on, edellyttden, ettd toimivaltais-
ten viranomaisten valilld toimii asianmukainen tiedonvaihto jatkuvan valvonnan varmistamiseksi ja ettd jasenvaltion
vastuullinen toimivaltainen viranomainen on hyviksynyt ensimmdisessi ja toisessa luetelmakohdassa tarkoitetut jat-
teidenhavitystilat ja -laitteet paikoissa, joissa perunat on tarkoitus pakata tai jalostaa, seuraava:

i)  perunan mukuloiden osalta

— niiden kéytt6 kulutukseen tarkoitettuina ruokaperunoina, suoraan toimitukseen ja kayttoon valmiissa pak-
kauksissa, jotka eivat edellytd minkainlaista uudelleen pakkaamista, paikassa, jossa on asianmukaiset jattei-
denhdvitystilat ja -laitteet. Kylvimiseen tarkoitettuja perunoita saa kasitelld samassa paikassa ainoastaan, jos
timd tapahtuu erikseen tai puhdistuksen ja desinfioinnin jilkeen,

tai

— niiden kdytto teolliseen késittelyyn tarkoitettuina perunoina, jotka toimitetaan suoraan ja valittomasti sel-
laiselle kasittelylaitokselle, jolla on kdytettdvissddn asianmukaiset jitteidenhavitystilat ja -laitteet seki jdrjes-
telmd, jolla ainakin laitoksesta lahtevit ajoneuvot voidaan puhdistaa ja desinfioida,

tai

— mikd tahansa muu kdytto tai havittdminen, jos on todettu, ettd se ei aiheuta tunnistettavaa kasvintuhoojan
levidgmisvaaraa ja jos se on saanut mainittujen vastuussa olevien viranomaisten hyviksynnin;

ii) muiden kasvin osien osalta, varsien ja lehtien jitteet mukaan luettuina,
—  havittiminen,
tai

— mikd tahansa muu kéytto tai havittiminen, jos on todettu, ettd se ei aiheuta tunnistettavaa organismin levia-
misvaaraa, ja jos se on saanut mainittujen vastuullisten toimivaltaisten viranomaisten hyviksynnan.
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4.1

Asianmukaiset 6 artiklan 3 kohdassa tarkoitettujen esineiden puhdistamismenetelmit ovat pesu ja tarvittaessa desin-
fioiminen siten, ettd ne eivit aiheuta tunnistettavaa organismin levidmisvaaraa; niitd on kdytettdvi jasenvaltioiden vas-
tuullisten viranomaisten valvonnassa.

Toimenpiteisiin, jotka jasenvaltioiden on toteutettava 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdan ja 5 artiklan 1 koh-
dan ¢ alakohdan iii alakohdan mukaisesti vahvistetuilla ja 6 artiklan 4 kohdassa tarkoitetuilla alueilla on kuuluttava
seuraavat toimenpiteet:

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettujen tuotantopaikkojen

tapauksissa

a) edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetulla pellolla tai katteen alla
kasvatettujen satokasvien tuotantoyksikossa joko

i)  ilmoitettua saastuntaa seuraavien vihintddn neljan kasvuvuoden aikana

tai

toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten perunan ja tomaatin kasvien sekd muiden organismin isantakas-
vien, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina, havittamiseksi,

ja

ei istuteta eikd kylvetd

— perunan mukuloita, kasveja tai siemenid,
— tomaatin kasveja tai siemenid,

— organismin biologia huomioon ottaen
— muita isdntdkasveja,

—  Brassica-sukuisia kaaleja, joiden osalta on olemassa tunnistettava vaara, ettd organismi siilyy
hengissi,

— satokasveja, joiden osalta on tunnistettu organismin levidmisvaara,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua ajanjaksoa seuraavan ensimmdisen perunoiden tai tomaat-
tien korjuukauden aikana ja edellyttien, ettd pelto on virallisen tarkastuksen yhteydessd todettu vahin-
tddn kahden perittdisen kasvuvuoden aikana ennen istuttamista vapaaksi ylivuotisista perunan tai
tomaatin kasveista tai muista isintikasveista, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina,

— perunoiden osalta sallitaan ainoastaan ruokaperunan tuotanto,

— perunoiden ja tomaattien osalta korjatut mukulat tai tomaattikasvit on tutkittava liitteessa I kuva-
tun menettelyn mukaisesti,

edeltdvissi luetelmakohdassa tarkoitettua kautta seuraavan perunoiden tai tomaattien korjuukauden
aikana ja sopivan viljelykierron jilkeen — jonka pituus on vahintddn kaksi vuotta, jos on kasvatettava
siemenperunoita — perunoiden ja tomaattien osalta suoritetaan virallisia tutkimuksia 2 artiklan 1 koh-
dan mukaisesti;

ii)  ilmoitettua saastuntaa seuraavien viiden kasvuvuoden aikana

toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten peruna- ja tomaattikasvien ja muiden luonnossa esiintyvien orga-
nismin isidntikasvien, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina, hivittimiseksi,

ja

pelto jdtetddn avokesannoksi ja sitd pidetddn ensimmdisten kolmen vuoden ajan joko avokesantona
tai viljalla tunnistetusta vaarasta riippuen tai se jatetdan pysyvasti laitumeksi, jolloin sitd joko niitetddn
usein ja lyhyeksi tai laidunnetaan tehokkaasti, tai se pidetddn nurmella siementuotantoa varten, minka
jalkeen seuraavien kahden vuoden ajan siind viljelldan muita kuin organismin isintikasveja, joista ei
aiheudu tunnistettavaa organismin sdilymis- tai levidmisvaaraa,
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edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua ajanjaksoa seuraavan ensimmdisen perunoiden tai tomaat-
tien korjuukauden aikana ja edellyttden, ettd pelto on virallisen tarkastuksen yhteydessa todettu vahin-
tadn kahden perittiisen kasvuvuoden aikana ennen istuttamista vapaaksi ylivuotisista perunan tai
tomaatin kasveista tai muista isintikasveista, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina,

— perunoiden osalta sallitaan ainoastaan siemen- tai ruokaperunan tuotanto,

—  korjatut mukulat tai tomaattikasvit on tutkittava liitteessd Il kuvatun menettelyn mukaisesti;

b) kaikilla muilla saastuneen tuotantopaikan pelloilla, jos vastuussa olevilla viranomaisilla on varmuus siitd, ettd
ylivuotiset peruna- ja tomaattikasvit ja muut luonnostaan esiintyvit kasvintuhoojan isintikasvit, koisokasvien
rikkakasvit mukaan luettuina, on havitetty

ilmoitettua saastuntaa seuraavan kasvuvuoden aikana

ei istuteta tai kylvetd yhtddn perunan mukulaa, kasvia tai siementd tai muuta kasvintuhoojan
isdntdkasvia,

tai

perunan mukuloiden osalta istutetaan sertifioitua siemenperunaa ainoastaan ruokaperunan
tuottamiseksi,

tomaattien osalta istutetaan tomaattikasveja, jotka on kasvatettu direktiivin 2000/29/EY vaatimukset
tdyttdvistd siemenestd, ainoastaan hedelmien tuottamiseksi,

ilmoitettua saastuntaa seuraavan toisen kasvuvuoden aikana

istutetaan tai kylvetddn siemen- tai ruokaperunan tuottamiseksi ainoastaan varmennettuja siemenpe-
runoita tai siemenperunoita, jotka on virallisissa testeissd todettu perunan tummasta rengasmadasta
vapaiksi ja jotka on kasvatettu virallisessa valvonnassa muissa kuin 4.1 kohdassa tarkoitetuissa
tuotantopaikoissa,

istutetaan tai kylvetddn kasvien tai hedelmien tuottamiseksi ainoastaan sellaisia tomaattikasveja, jotka
on kasvatettu direktiivin 2000/29/EY vaatimukset tdyttavastd siemenestd, tai jos ne on lisitty kasvul-
lisesti, tomaattikasveista, jotka on tuotettu sellaisesta siemenesti ja kasvatettu virallisessa valvonnassa
muissa kuin 4.1 kohdassa tarkoitetuissa tuotantopaikoissa,

vihintdankin kolmannen ilmoitettua saastuntaa seuraavan kasvuvuoden aikana

perunoiden osalta istutetaan ainoastaan sertifioituja siemenperunoita tai sertifioiduista siemenperu-
noista virallisen valvonnan alaisina kasvatettuja siemenperunoita joko siemenen tai ruokaperunan
tuottamiseksi,

tomaattien osalta istutetaan ainoastaan sellaisia tomaattikasveja, jotka on kasvatettu direktiivin
2000/29/EY vaatimukset tdyttdvastd siemenestd, tai virallisessa valvonnassa tillaisista kasveista kasva-
tettuja tomaattikasveja, joko kasvien tai hedelmien tuottamiseksi,

edellisissa alakohdissa tarkoitettujen kasvuvuosien aikana toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten peruna- ja
tomaattikasvien ja muiden luonnostaan esiintyvien kasvintuhoojan isintikasvien havittimiseksi, jos niitd
esiintyy, ja tehdddn korjattavalle sadolle sopivina ajankohtina virallinen tarkastus ja tehddén kullakin peru-
napellolla virallisia testejd korjatuille perunoille liitteessd II kuvatun menettelyn mukaisesti;

¢) vilittomasti 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisen saastunnan toteamisen jilkeen ja ensimmai-
send titd seuraavana kasvuvuotena

kaikki tuotantopaikan koneet ja varastotilat, joita kdytetddn perunan ja tomaatin tuotantoon, on puhdistet-
tava ja tarvittaessa desinfioitava sopivin menetelmin 3 kohdan mukaisesti,

kastelu- ja sumutusohjelmia seké niiden kieltoa koskevia virallisia tarkastuksia on tarvittaessa toteutettava
organismin levidmisen estimiseksi;
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d)

edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetussa, katteen alla kasvatet-
tujen satokasvien yksikossd, jossa kasvualustan korvaaminen kokonaan on mahdollista

mukuloita, kasveja tai siemenid tai muita organismin isintdkasveja, tomaattikasvit ja tomaatin siemenet
mukaan luettuina, saa istuttaa tai kylvdid ainoastaan, jos tuotantoyksikkoon sovelletaan virallisessa valvon-
nassa toimenpiteitd, joiden tarkoituksena on organismin ja kaikkien isintikasviaineistoon kuuluvien kas-
vien hédvittiminen, mukaan lukien vihintddn kasvualustan vaihtaminen kokonaan sekd kyseisen yksikon ja
kaikkien vilineiden puhdistus ja tarvittaessa desinfiointi, ja jos vastuulliset viranomaiset ovat timéan seu-
rauksena hyviksyneet sen perunan tai tomaatin tuotantoon,

ja

perunantuotannossa perunoita tuotetaan sertifioiduista siemenperunoista tai testatuista lahteistd olevista
minimukuloista tai mikrokasveista,

tomaatintuotannossa tomaatteja tuotetaan direktiivin 2000/29/EY vaatimukset tdyttivdstd siemenestd, tai
jos ne on lisitty kasvullisesti, tomaattikasveista, jotka on tuotettu sellaisesta siemenestd ja kasvatettu viral-
lisessa valvonnassa,

kastelu- ja sumutusohjelmia sekd niiden kieltoa koskevia virallisia tarkastuksia on tarvittaessa toteutettava
organismin levidmisen estimiseksi.

4.2 Rajoittamatta 4.1 kohdassa lueteltujen toimenpiteiden soveltamista, jasenvaltioiden on rajoitusalueen sisalld

a)

huolehdittava siitd, ettd valittomasti ilmoitetun saastunnan jilkeen kaikki tuotantopaikan laitteistot ja varastoti-
lat, jotka ovat yhteydessd perunan tai tomaatin tuotantoon, puhdistetaan ja desinfioidaan tarvittaessa 3 koh-
dassa tarkoitetuilla sopivilla menetelmilld;

vilittomasti todetun saastunnan jilkeen ja sen jilkeen vahintddn kolmen kasvuvuoden ajan

ba)

bb)

edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdan mukaisesti méiritetyn alueen osalta

— mddrdttavd vastuulliset viranomaiset valvomaan tiloja, joissa harjoitetaan perunan mukuloiden tai
tomaattien viljelyd varastointia tai kasittelyd, sekd niiden yritysten tiloja, jotka kéyttdvit perunan- tai
tomaatintuotannossa koneita sopimuksen perusteella,

— vaadittava, ettd kyseisen alueen kaikki perunasadot istutetaan ainoastaan sertifioitua siementd kdyt-
tden tai virallisen valvonnan alaisena kasvatettua siementd ja ettd korjuun jilkeen testataan 5 artik-
lan 1 kohdan a alakohdan iii alakohdan mukaisesti mahdollisesti saastuneiksi mdiritellyilld
tuotantopaikoilla kasvaneet siemenperunat,

— vaadittava, ettd kaikissa alueen yrityksissd siemenperuna ja ruokaperuna kisitellddn erillddn tai ettd
siemen- ja ruokaperunoiden Kisittelyn valilli huolehditaan tarvittaessa puhdistamisesta ja
desinfioinnista,

— vaadittava, ettd kaiken alueella kasvatettavan tomaattisadon istutukseen kdytetddn ainoastaan tomaat-
tikasveja, jotka on kasvatettu direktiivin 2000/29/EY vaatimukset tdyttivastd siemenestd, tai jos ne on
lisatty kasvullisesti, tomaattikasveja, jotka on tuotettu sellaisesta siemenestd ja kasvatettu virallisessa
valvonnassa,

— toteutettava viralliset tutkimukset 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti;

edelld 5 artiklan 1 kohdan c alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetun tai liitteessd V ole-
van 2 kohdan mukaisesti organismin mahdollisen levidmisen maarittimisessd huomioon otettaviin tekijoi-
hin kuuluvan pintaveden osalta

— toteutettava luettelossa olevan kasviaineiston osalta soveltuvina ajankohtina vuosittainen tutkimus, joka
kasittdd ndytteenoton pintavedestd sekd asiaankuuluvista isantikoisokasveista soveltuviin vedensaanti-
lahteisiin liittyen sekd testauksen liitteessd II vahvistetuin soveltuvin menetelmin ja muiden tapausten
osalta,
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— toteutettava virallisia tarkastuksia, jotka koskevat kastelu- ja sumutusohjelmia seké saastuneeksi ilmoi-
tetun veden luettelossa olevan kasviaineiston kasteluun ja sumutukseen tarkoitettua kayttoa koskevaa
kieltoa ja tarvittaessa muita isantdkasveja organismin levidmisen estamiseksi. Kieltoa voidaan tarkistaa
mainitussa vuosittaisessa tutkimuksessa saatujen tulosten perusteella ja saastuneeksi toteaminen voi-
daan peruuttaa, jos vastuullinen toimivaltainen viranomainen katsoo, ettd pintavesi ei endd ole saastu-
nutta. Kiellon kohteena olevan veden kiytto isdntdkasvien kasteluun ja sumutukseen voidaan sallia
virallisessa valvonnassa, jos kdytetddn virallisesti hyvaksyttyja menetelmid, joilla taudinaiheuttaja hivi-
tetddn ja sen levidminen estetdin,

— saastuneiden nestemdisten jitepadstojen osalta toteutettava virallisia tarkastuksia, jotka koskevat luet-
telossa olevaa kasviaineistoa kisittelevien teollisten jalostus- ja pakkauslaitosten kiinteiden jitteiden
tai nestemdisten jdtepadstojen havittimistd;

¢) laadittava tarvittaessa ohjelma kaikkien siemenperunavarastojen korvaamiseksi sopivan ajanjakson kuluessa.
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LIITE VII

Liitteessd VI olevassa 1 kohdassa tarkoitettujen virallisesti hyvaksyttyjen jitteidenhavitysmenetelmien on vastattava seuraa-
via sddnnoksid siten, ettd valtetddn mahdollinen tunnistettava kasvintuhoojan levidmisvaara:

i)  peruna- ja tomaattijte (hyldtyt perunat ja kuoret ja tomaatit mukaan luettuina) ja mahdollinen muu perunoihin ja
tomaatteihin liittyvé kiinted jate (maaperd, kivet ja muu jite mukaan luettuina) havitetddn joko

— havittdmalld virallisesti hyviksytylld tarkoitukseen varatulla jitteidenhévittdimispaikalla, jossa ei ole tunnistetta-
vaa riskid kasvintuhoojan pddsystd ympdristoon, esimerkiksi siten, ettd se imeytyisi maatalousmaahan tai jou-
tuisi kosketuksiin sellaisten vedensaantildhteiden kanssa, joita saatetaan kiyttdid maatalousmaan kasteluun; jite
on kuljetettava suoraan havittimispaikalle pakkaamalla se siten, ettei ole vaaraa jitteen havidmisest,

tai
— tuhkaksi polttamalla,
tai

— muilla toimenpiteilld, jos on todettu, ettd minkaénlaista tunnistettavaa kasvintuhoojan levidmisvaaraa ei ole; ndma
toimenpiteet on ilmoitettava komissiolle ja muille jasenvaltioille;

ii) nestemdinen jdte: nestemainen jdte, joka sisdltdd suspendoituneita kiinteitd aineita, suodatetaan ennen havittamistd tai
kiintoaineet poistetaan laskeuttamalla. Nama kiintoaineet havitetddn i alakohdassa esitetylld tavalla.

Tdmin jilkeen nestemdinen jite joko
— kuumennetaan kauttaaltaan vihintddn 60 °C:seen 30 minuutin ajaksi ennen hévittdmistd,
tai

—  havitetddn muulla virallisesti hyvaksytylld tavalla virallisessa valvonnassa siten, ettei ole olemassa tunnistettavaa
riskid jatteen padsystd kosketuksiin maatalousmaan tai sellaisten vedensaantildhteiden kanssa, joita saatetaan kayt-
tdd maatalousmaan kasteluun. Asiaan liittyvit yksityiskohdat on ilmoitettava muille jasenvaltioille ja komissiolle.

Tassa liitteessd kuvatut vaihtoehdot koskevat my6s saastuneiden erien Kasittelyyn, havittdmiseen ja prosessointiin liittyvaa
jtetta. ”



